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DESCRIPCION
Métodos y vectores que generan inmunoglobulinas sialiladas
ANTECEDENTES DE LA INVENCION
Campo de lainvencién

[0001] La invencioén se refiere a métodos de produccion de proteinas terapéuticas que interactdan con receptores
Fc, por ejemplo, anticuerpos, en los que la composicién de las cadenas oligosacaridas estan optimizadas para la
severidad del anticuerpo para su diana, asi como para la afinidad de union al receptor Fc optimizando la actividad de
la funcién efectora de dichos anticuerpos en comparacion con métodos no optimizados de produccién de anticuerpos
glicosilados.

Descripcion de trabajos relacionados

[0002] Los anticuerpos son glicoproteinas de suero solubles que desempefian un papel importante en la
inmunidad innata. Las estructuras de hidratos de carbono de todos los anticuerpos producidos de forma natural en
las posiciones conservadas en las regiones constantes de cadena pesada varian segun el isotipo. Cada isotipo
posee una matriz distinta de estructuras de oligosacaridos N ligados, que afectan variablemente a la unién de
proteinas y a la actividad secretora o funcional (Wright, A., y Morrison, SL, Trends Biotech. 15: 26 - 32 (1997)).
Haciendo referencia a las Figs. 1 y 2, la estructura de los oligosacaridos N ligados varia considerablemente,
dependiendo del grado de procesamiento, y puede incluir un alto contenido en manosa, asi como oligosacaridos
biantenarios complejos con o sin bisectriz GIcNAc y residuos de fucosa de nucleo (Wright, A., y Morrison, SL, supra).
Normalmente, el procesamiento heterogéneo se da en las estructuras del nicleo de oligosacéaridos unidos a un sitio
de glicosilacion particular, de tal manera que existen incluso anticuerpos monoclonales con miltiples glicoformas.
Del mismo modo, se ha demostrado que las principales diferencias en la glicosilacion de anticuerpos se producen
entre las lineas celulares productoras de anticuerpos, e incluso se han visto diferencias menores para una linea
celular dada crecido en diferentes condiciones de cultivo.

[0003] El &cido sidlico en los glicanos (grupos estaticos) son conocidos por ser importantes en la prolongacion de
la semivida en suero de las glicoproteinas que no son anticuerpos (Stockert, RJ (1995) Physiol. Rev. 75, 591 - 609).
Hasta ahora, el papel del &cido sialico en los anticuerpos monoclonales (mAbs) no se comprendia bien. La semivida
en suero de los anticuerpos monoclonales es particularmente larga y se ha demostrado que la construccion de
proteinas de fusion con Fc es una estrategia Util en el desarrollo de proteinas terapéuticas, por ejemplo, la proteina
enteracept.

[0004] Los anticuerpos y moléculas receptoras de células T poseen regiones responsables de la unién al receptor
de superficie celular especifico, cuya unién modula la respuesta celular. En el sistema inmune, estas funciones se
clasifican como humoral y celular. Los anticuerpos se denominan a menudo moléculas adaptadoras que se unen
mecanismos inmunes humorales y celulares: las respuestas humorales se atribuyen principalmente a anticuerpo
circulantes, maduros y secretados capaces de unirse con alta afinidad a un antigeno diana. Las respuestas celulares
se atribuyen a las consecuencias de la activacion celular mediante la unién de los complejos de AB - AG y por las
secuelas aguas abajo causadas por la liberacién de mediadores celulares como resultado de la unién del complejo
AB - AG a las células efectoras. Estas respuestas celulares incluyen la neutralizacién de diana, la opsonizacién y la
sensibilizacion (si el antigeno se muestra en la superficie de una célula), la sensibilizacién de mastocitos, y la
activacion del complemento. Para las dianas celulares, es decir, los antigenos de la superficie celular, estas
funciones efectoras dan lugar a lo que se conoce comuUnmente como la citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos (ADCC) y citotoxicidad dependiente del complemento (CDC).

[0005] Entre los isotipos de anticuerpos (por ejemplo, IgE, IgD, IgA, IgM e IgG), las IgG son los mas abundantes, y
las subclases 1gG1 que muestran el grado y la variedad de las funciones efectoras mas significativos. Los
anticuerpos de tipo IgG1 son los anticuerpos mas utilizados cominmente en la inmunoterapia del cancer, donde la
actividad de ADCC y de CDC a menudo se consideran importantes. Estructuralmente, las IgG de la regién bisagra y
los dominios CH2 desempefian un papel importante en las funciones efectoras de anticuerpos. Los oligosacaridos N
ligados presentes en la region Fc (formada por la dimerizacion de la bisagra, y los dominios CH2 y CH3) afectan a
las funciones efectoras. Los oligosacaridos con enlaces covalentes son estructuras de tipo biantenario complejos y
son muy heterogéneos (véanse las Figs. 1 y 2). En cada dominio CH2 se encuentra un sitio de glicosilacion N
ligados conservado en Asn297. En el anticuerpo maduro, los dos oligosacaridos biantenarios complejos unidos a
Asn297 se encuentran enterrados entre los dominios CH2, formando contactos extensos con la cadena principal del
polipéptido. Se ha encontrado que su presencia es esencial para que el anticuerpo medie en las funciones efectoras,
tales como la ADCC (Lifely, MR, et al, Glycobiology 5: 813 - 822 (1995);. Jefferis, R., et al, Immunol Rev. 163: 59 - 76
(1998); Wright, A. y Morrison, SL, supra, Scallon et al. 2006. Mol. Immunol. 44: 1524 - 1534).

[0006] Los oligosacaridos heterogéneos que decoran el anticuerpo Fc-porcién o las estructuras de derivados de
anticuerpos comprendidas producidos por diversas células huésped contienen predominantemente acido sidlico,
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fucosa, galactosa y residuos de GIcNAc como azUcares terminales (Raju, TS, et al Glycobiology 2000 10 (5): 477 -
86). Se ha demostrado que algunos de estos azlcares terminales, en particular la galactosa expuesta, la fucosa
nuclear y los residuos de GIcNAc bisecados, afectan a la estructura de la porcién Fc de la molécula y, por lo tanto,
altera las funciones efectoras de anticuerpos. Las funciones efectoras tales como la actividad de ADCC y de CDC
gue se basa en la unién a receptores de la superficie celular conocidos como receptores de Fc, asi como la unién a
diversos ligandos incluyendo el complemento de proteina Clg puede alterarse por la composiciéon del glicano
adjunto (Presta L. 2003. Curr Opin Struct Biol. 13 (4): 519 - 25). La mayoria de los glicanos N ligados en la FC no
estan sialilados en una medida significativa (Idusogie EE, et al. 2000. J. Immunol. 15: 164 (8): 4178 - 84). Se
conocen métodos de modificacién de sialilacion: Dalziel et al, 1999. Glycoconjugate journal 16: 801 - 807, patentes
WO 2005 016 455 y WO99 / 54342.

[0007] Los principales estructuras que se encuentran en la IgG humana y otras IgG producidas de forma
recombinante son las estructuras complejas biantenarias con o sin residuos de Gal expuestos (Fig. 1). Hay un
namero de células huésped de mamifero que se utilizan actualmente para expresar anticuerpos recombinantes con
fines de investigacién, asi como para la produccién biofarmacéutica. Las especies de las células huésped de origen,
asi como las condiciones de cultivo pueden causar la variacién de la extension y la estructura de los glicanos
adjuntos a moléculas expresadas de forma recombinante. Dos lineas celulares huésped comunmente utilizadas para
la expresion recombinante de anticuerpos son las células de ovario de hamster chino (CHO) y las células de
mieloma de raton (SP2 / 0, 653, NS0). Mientras que las células CHO expresan anticuerpos recombinantes que estan
virtualmente desprovistos de acido sialico de glicanos, los glicanos estan fucosilados al 99%. Se ha demostrado que
la presencia de fucosa es un contribuyente importante para el receptor de Fc-gammalll reducido vy, por lo tanto, de
ADCC. Las células de mieloma de ratén expresan anticuerpos recombinantes con hasta un 50 % de acido sidlico,
pero con, generalmente, menos fucosa. Como se ha indicado anteriormente, estas diferencias pueden tener efectos
significativos en la actividad del anticuerpo in vivo.

[0008] Por tanto, seria deseable poder reducir la sialilacion de glicanos asociados a los anticuerpos terapéuticos
de manera que se eliminara la necesidad de un procesamiento posterior a la recogida y, al mismo tiempo,
proporcionara una estructura razonablemente homogénea con respecto al contenido en 4cido sidlico. Las enzimas
modificadoras de la sialilacion se han discutido previamente, por ejemplo Ngangtung de 2005, de la Universidad de
Minnesota.

RESUMEN DE LA INVENCION

[0009] La invencion presenta un método para proporcionar una actividad enzimatica de la sialidasa en un cultivo
gue comprende una célula de mamifero modificada genéticamente para expresar una molécula que contiene F, a
través de la cual los glicanos de la molécula que contiene Fc puedan actuar en la actividad enzimatica del
polipéptido sialidasa, incluyendo la transfeccion de la célula de mamifero modificada con un vector que codifica el
dominio catalitico de la enzima sialidasa A de Arthrobacter ureafaciens, en el que el dominio catalitico se secreta en
el cultivo junto con la molécula que contiene Fc. La invencién también presenta un método para producir una
molécula que contiene Fc que incluye el método anterior.

[0010] La invencion también presenta un método para controlar las propiedades de una molécula que contiene Fc
expresada en una linea celular, incluyendo la reduccion de la sialilacién de los oligosacéaridos en la regiéon Fc
mediante la transfeccion de la linea celular con un vector que codifica el dominio catalitico de la enzima sialidasa A
de Arthrobacter ureafaciens, en el que la molécula expresada que contiene Fc comprende una cantidad reducida de
residuos de &cido sialico, en el que las propiedades controladas de la molécula que contiene Fc son la severidad de
la molécula para multiplicar proteinas diana localizadas; la afinidad por uno o mas de los receptores Fc gamma de
FcyRI, FcyRIIA, y FcyRINIA; La actividad de ADCC; la activacion de macréfagos o de monocitos; y la semivida en
suero.

[0011] La invencion también presenta un vector de expresién que comprende una secuencia de nucleétidos que
codifica la enzima sialidasa A de Arthrobacter ureafaciens, en el que el vector es capaz de expresar un polipéptido
que tiene actividad enzimatica de la sialidasa en un cultivo de células de mamifero que expresan una molécula que
contiene Fc, en el que la linea celular de mamifero se selecciona del grupo que consiste en células COS - 1, COS -
7, HEK293, BHK21, CHO, BSC - 1, Hep G2, 653, SP2 /0, 293, HelLa, YB2 /0 o Y3, células de mieloma o linfoma , o
cualquier célula derivada, inmortalizada o transformada de las mismas.

BREVE DESCRIPCION DE LAS DIVERSAS VISTAS DE LOS DIBUJOS

[0012]

Fig. 1 es una representacion esquematica de la estructura de oligosacarido mas grande encontrada en la
IgG humana.

Fig. 2 representa las principales estructuras de oligosacaridos encontrados en una IgG recombinante

producida en células de ovario de hamster chino (CHO) .
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muestra los resultados de un analisis de HPLC de oligosacaridos Fc. Los oligosacaridos

N ligados se liberaron, en primer lugar, del anticuerpo mediante el tratamiento con la enzima F
PNGasa. Los oligosacaridos liberados se marcaron con acido antranilico y los oligosacaridos
marcados se purificaron por cromatografia de filtraciébn en gel. Los oligosacaridos marcados
purificados se analizaron por HPLC, dando como resultado el cromatograma mostrado.

son gréaficos que muestran la unién de diferentes Abl: complejos inmunes TNF a FcyRIl humano
en células K562 mediante dos formatos diferentes. (A) Competicion de unién medida mediante la
adicion de cantidades variables de complejos no marcados de Abl y TNF a las células en
presencia de una cantidad fija de IgG1 Ab5 humana marcada con 125 complejado con Ab6, un Ab
monoclonal especifico de ratén para Ab5. (B) Unién directa medida mediante la adicion a las
células K562 de cantidades variables de Ab1 complejados con TNF marcados con 125

son graficos de los estudios de la union de FcyRllla con diversas preparaciones de Ab de prueba
utilizadas para competir con anti-FcyRIlla mAb 3G8 radiomarcado a una concentracion fija para
unirse a la célula NK FcyRllla: variantes de glicosilacion natural de Ab1l (A); variantes de
glicosilacion natural de Ab5 (B); fracciones de la columna de lectina de Abl (C); y fracciones de la
columna de lectina de Ab2 (D).

son graficos que muestran los resultados de ensayos de ADCC in vitro realizados utilizando Abl
que difieren en el contenido de &cido sidlico, de células diana K2 que sobreexpresan TNF en su
superficie celular, y de células efectoras PBMC humanas que expresan FcyRs. (A) variantes de
glicosilacion naturales de Ab1l, (B) variantes de glicosilacion naturales de Ab2, (C) Comparacion de
tres subgrupo de Abl que difieren en el contenido de acido sialico seguido del fraccionamiento
basado en afinidad de lectina WGA, y de Abl enzimaticamente desglicosilada (Gno), (D)
Comparacion de una muestra de Abl no tratada y de una muestra totalmente sialilada de Abl
G2S2, o control negativo Ab, emparejado por isotipo Ab. Las muestras se analizaron por triplicado
(las barras de error representan la s.d.) y los resultados mostrados son representativos de tres
experimentos independientes para cada par de variantes. La diferencia en la actividad entre estas
muestras de ensayo fue significativa (P < 0,0001 para los graficos de A, C, y D, p = 0,0015 para el
grafico B) tal como se determina por la prueba F de la suma extra de los cuadrados.

son graficos que muestran la union competitiva de diversas muestras de anticuerpo IgG frente al
receptor humano FcyRI (CD64) en células U-937 (A) Abl G2 (totalmente galactosiladas y sin
sialilar) y Abl G2S2 (HI) (totalmente galactosilados y totalmente sialilada) sélo se diferencian
por la ausencia y la presencia de acido sialico, (B) dos lotes diferentes de Ab3 difieren en la
cantidad de especies de oligosacaridos cargadas (especies que contienen acido sialico), siendo el
2% o el 42% del oligosacarido total.

es un grafico que muestra la relacion entre el tiempo tras la administracion y la concentracion
sérica de la parte Fc de una proteina de fusion (FCP1) que habia sido completamente sialilada
(G2S2) o sin modificar.

es un grafico que muestra la relacion entre el tiempo tras la administracién y la concentracion
sérica de la parte Fc de una Ab2 G2S2 completamente sialilada, o de Ab2 G2 totalmente asililada,
Ab2 G2, mediante métodos enzimaticos tal y como se describe.

son graficos que muestran el efecto del acido sialico en las preparaciones de Ab en la afinidad
para el ligando diana en la superficie celular mediante la union competitiva con Ab radiomarcado:
(A) variantes naturales de Abl, (B) variantes naturales de Ab5, (C) variantes de la parte lectina de
la columna de Ab1l, y (D) variantes de la parte lectina de la columna de Ab2. Las muestras se
ensayaron por duplicado o cuadruplicado, y los resultados mostrados son representativos de 3 0 4
experimentos independientes. La diferencia en la unidon entre estas muestras de ensayo fue
significativa (P <0,0001 para los gréficos de A, C, y D) como se determina por la prueba F de la
suma extra de los cuadrados.

son graficos que muestran el efecto del acido sialico en las preparaciones de Ab en la afinidad
para el ligando diana recubierto en placas de EIA: (A) variantes naturales de Abl unidas a TNF,
Ab2 unido a un anticuerpo anti - Id.

son graficos que muestran el efecto del acido sialico en las preparaciones de Ab en la afinidad
para el ligando diana presentado como antigeno soluble radiomarcado unido a la superficie a Ab:
(A) variantes naturales de Abl, (B) variantes de la parte lectina de la columna de Abl, y (C)
variantes de la parte lectina de la columna de Ab2. Se realizaron Incubaciones paralelas con Ag
radiomarcado y un exceso de 100 veces de Ag no marcado para determinar la unién no especifica.
Las muestras se ensayaron por triplicado.

es una representacion esquematica de la expresion del plasmido p3629 construido para expresar
el dominio catalitico de la salidasa A de Arthrobacter ureafaciens vinculada a la secuencia sefial
de la hGH (hormona del crecimiento humana) con sitios de enzimas de restriccion utilizados para
la clonacion en el vector parental, P2815, indicado.

es un grafico que representa la actividad de la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo
(ADCC) de anticuerpos purificados a partir de lineas celulares que expresan el dominio

catalitico de la sialidasa secretada; Los clones 3, 5, 12, 13,y 17.
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DESCRIPCION DETALLADA
Abreviaturas

[0013] al, 3GT, a — 1, 3 - galactosiltransferasa; a2, 3ST, a — 2, 3 - sialiltransferasa; 1, 4GT, B — 1, 4 -
galactosiltransferasa; ADCC, citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos; ATCC, American Type Culture
Collection; BATDA, bis (acetoximetil) 2, 2"; 6', 2" — terpiridina - y, y" - dicarboxilato; BSA, albumina de suero bovino;
Medio de CD, medio de cultivo quimicamente definido; CDC, citotoxicidad dependiente del complemento; CMP - Sia,
acido N - acetilneuraminico monofosfato de citidina; DMEM, medio de Eagle modificado de Dulbecco; E: T,
proporcion célula efectora por célula diana: FBS, suero fetal bovino; ESI - MS, espectrometria de masas de
ionizacion por electrospray. Células NK, células asesinas naturales; IgG, inmunoglobulina G; IMDM, medio de
Dulbecco modificado por Iscove; MALDI — TOF - MS, espectrometria de masas por laser de desorcion / ionizacion
asistida por matriz; MHX, acido micofendlico, hipoxantina, xantina.; NANA, isémero del acido N - acetilneuraminico
de &cido sialico; NGNA, isdmero del acido N - glicoliineuraminico de acido sialico; PBMC, células mononucleares de
sangre periférica; PBMC, células mononucleares de sangre periférica; PBS, solucidn salina tamponada con fosfato;
PNGasa F, péptido Nglycosidase F; RP - HPLC, cromatografia de fase liquida de alta resolucion inversa; RT,
temperatura ambiente; Sia, acido sidlico; UDP - Gal, galactosa uridina difosfato; UDP - GIcNAc, difosfato de uridina
N - acetilglucosamina.

Definiciones

[0014] EI término "actividad de ADCC" se refiere a la citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos
y se refiere al fendmeno de la destruccién de células diana mediada por anticuerpos mediante células efectoras no
sensibilizados. La identidad de la célula diana varia, pero debe haber inmunoglobulina G de unién superficial con un
dominio Fc o la parte del dominio capaz de activar el receptor de Fc. La célula efectora es una célula "asesina" que
posee receptores Fc. Puede ser, por ejemplo, un linfocito que carece de marcadores convencionales de células T, o
B, un monocito, macréfago, o leucocitos polinucleares, dependiendo de la identidad de la célula diana. La reaccién
se complementa independiente. La actividad ADCC de un anticuerpo u otra proteina que contiene Fc de la presente
invencién esta "mejorada” si su capacidad para demostrar la muerte celular mediada por ADCC supera la capacidad
de un anticuerpo o proteina de secuencia sustancialmente similar y el dominio Fc producido por una célula huésped
alternativa. La actividad de ADCC puede determinarse en un ensayo estandar de muerte celular in vivo o in vitro,
tales como los ensayos discutidos en este documento. Preferiblemente, el anticuerpo de la invencion que tiene una
mayor actividad de ADCC logra el mismo efecto (prevencion o inhibiciéon del crecimiento de células tumorales) a una
dosis mas baja y / o en un tiempo més corto que un anticuerpo de referencia producido en una célula huésped
alternativa. Preferiblemente, la diferencia entre la potencia de un anticuerpo dentro del alcance de la presente
invencion y un anticuerpo de referencia es, al menos, aproximadamente 1,5 veces, mas preferiblemente al menos
aproximadamente 2 veces, aun mas preferiblemente, al menos aproximadamente 3 veces, mas preferiblemente, al
menos aproximadamente 5 veces, tal como se determina, por ejemplo, en la comparacion lado a lado en un ensayo
estandar seleccionado de ADCC de liberacion de cromo.

[0015] EI término "afinidad" utilizado en el presente documento pretende ser una medida de la constante de unién
de un ligando monovalente simple a su pareja de unidn afin, por ejemplo, la unién de un Fab' para un antigeno o
epitopo. La afinidad se puede medir de varias maneras, incluyendo pero midiendo las velocidades on -y off - (kony
koff respectivamente) mediante, por ejemplo, resonancia de plasmones (BiaCore) y se expresa como una asociacion
global (Kass) 0 constante de disociacion (Kp) donde Kass €S Kon / Kot Y Kb €S Koff / Kon. Kp también se puede medir
empiricamente mediante, por ejemplo, la medicién de la concentracién a la que la unién del ligando a una pareja de
unién estd medio saturada. Otro método para medir Kp es mediante ensayo de competicién, en el que un agente
aglutinante o ligando se marca o etiqueta y se mantiene a una concentracion constante mientras se afiade el
aglutinante o ligando de prueba a concentraciones variables para competir lejos de la sustancia marcada de su union
similar y determinar la concentracion a la que la etiqueta se ve disminuida a la mitad.

[0016] EI término "severidad" utilizado en el presente documento pretende ser una medida de la tendencia de un
ligando a permanecer unido a una pareja de union en lo que el ligando y la pareja de unién pueden ser multivalentes
y la tendencia para asociaciones mdltiples y los eventos de disociacion puedan tener lugar simultdneamente para un
ligando especifico. Por lo tanto, la severidad puede medirse por el aumento de la afinidad aparente de
conformaciones multivalentes de una pareja de unién con una afinidad conocida.

[0017] EI término "proteina que contienen Fc" o "molécula que contiene Fc" tal como se utiliza aqui, se refiere a
una proteina monomeérica, dimérica o heterodimérica que tiene un dominio de unién a ligando y, al menos, una
inmunoglobulina CH2 y un dominio CH3. Los dominios CH2 y CH3 pueden formar, al menos, una parte de la region
dimérica de la proteina / molécula (por ejemplo, anticuerpo).

[0018] EI término "anticuerpo" pretende incluir anticuerpos, fragmentos de digestion, partes especificadas y las
variantes de las mismas, incluyendo, de manera no limitante, los miméticos de anticuerpo o que comprende
porciones de anticuerpos que imitan la estructura y / o la funcién de un anticuerpo o fragmento especificado o parte
del mismo, y que mantiene las funciones mediadas por Fc, incluyendo de manera no limitante: la unién a receptores
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de Fc (por ejemplo FcyRI (CD64) FcyRIIA (CD32A), FcyRIIIA (CD16A) y FcRn) , el complemento de unién (por
ejemplo, C1q), ADCC y CDC.

[0019] EI término "anticuerpo monoclonal” tal como se utiliza en la presente es una forma especifica de proteina
de fusién que contiene Fc en la que el dominio de unién a ligando conserva una homologia sustancial con, al menos,
un anticuerpo de cadena ligera o pesada de dominio variable de, al menos, una especie de anticuerpo animal.

[0020] Las "funciones efectoras" de los anticuerpos o analogos de anticuerpos utilizadas en el presente documento
son los procesos mediante los cuales los agentes patdgenos o células anormales, por ejemplo, las células
tumorales, se destruyen y eliminan del cuerpo. Las respuestas inmune, innata y adaptativa utilizan la mayoria de los
mismos mecanismos efectores para eliminar patégenos, incluyendo ADCC, AC (activacion del complemento), la
unién de C1q y opsonizacion.

[0021] Tal y como se usa en este documento, el término "célula huésped" se refiere a cualquier tipo de sistema
celular que pueda ser modificado para generar proteinas, fragmentos de proteinas, o péptidos de interés, incluyendo
anticuerpos y fragmentos de anticuerpos. Las células huésped incluyen, de manera no limitante, células cultivadas,
por ejemplo, células cultivadas de mamifero, tales como células CHO, células BHK, células NSO, células SP2 /0, o
células de hibridoma, células de levadura, y células de insectos, pero también células comprendidas dentro de un
animal transgénico o tejido cultivado.

[0022] EI término "&cido sidlico" se refiere a cualquier miembro de una familia de azlUcares carboxilados de nueve
carbonos. El miembro mas comun de la familia del acido sialico es el &cido N - acetil neuraminico (2 — ceto — 5 —
acetamido — 3, 5 — didesoxi — D — glicero — D — galactonon - &cido | ulopiranosa — 1 - 6nico (a menudo abreviado
como Neu5Ac, NeuAc o NANA). Un segundo miembro de la familia es N — glicolil - neuraminico (NGNA, Neu5Gc o
NeuGc), en el que el grupo N - acetil de NeuAc esta hidroxilado. Esta forma es frecuente en las glicoproteinas
procedentes de roedores y microbios. Un tercer miembro de la familia del acido sialico es el acido — 3 — desoxi -
nonulosoénico 2 - ceto (KDN) (Nadano et al (1986) J. Biol. Chem. 261: 11550 - 11557; Kanamori et al, J. Biol. Chem.
265: 21811 - 21819 (1990)). También se incluyen &cidos sialicos sustituidos por 9 tales como 9 - OC - C6 acilo
Neu5Ac como 9 — O — lactil - Neu5Ac 0 9 — O — acetil - Neu5 Ac, 9 — desoxi — 9 — fluoro - NeuS5Ac y 9 azido - 9 -
desoxi - Neu5Ac. Para la revision de la familia del &cido sialico, véanse, por ejemplo, Varki, Glycobiology 2: 25 - 40
(1992); Sialic Acids: Chemistry, Metabolism and Function, R. Schauer, Ed. (Springer Verlag, Nueva York (1992)).

Descripcion

[0023] Considerando que los presentes inventores han descubierto inesperadamente que el nivel de sialilacion de
los oligosacéridos Fc altera la afinidad de los anticuerpos terapéuticos producidos de forma recombinante para los
receptores Fcy, dando como resultado la modulaciéon de diversos aspectos de las acciones biolégicas de dichos
anticuerpos. Mas especificamente, se descubri6 que los Abs altamente sialilados han reducido de manera
significativa la afinidad por los receptores de baja afinidad, FcyRIIA (CD32A) y FcyRllla (CD16A), y tienen una
actividad significativamente reducida ensayos ADCC in vitro en los que se cree FcyRIIIA que es el receptor
relevante. Se descubrié ademéas que Abs altamente sialilados han aumentado la afinidad por el receptor Fcy de alta
afinidad, FcyRI (CD64), y que las proteinas que contienen Fc completamente sialiladas han reducido la semidia en
suero en comparacion con las proteinas que contienen Fc asialiladas o parcialmente sialiladas. Se descubrio
ademas que la eliminacién (o la ausencia o la reduccion de los niveles) de acido sialico en los oligosacéaridos Fc
aumenta la severidad de los anticuerpos terapéuticos producidos de forma recombinante en su molécula diana.
Estos descubrimientos y la informaciéon de apoyo se han descrito en las solicitudes en tramite U.S 60/ 695,769, 60/
809,106, 60/ 841,153.

[0024] Aunque sin desear estar ligado a ninguna teoria, la eliminacion del grupo estatico cargado desde el
oligosacéarido puede interpretarse como que permite una mayor flexibilidad en la estructura general de los
anticuerpos, que la flexibilidad imparte una esfera ampliada de interaccion potencial para la union de los dos
dominios en relacion de uno a otro. La capacidad de un Ab para unirse bivalentemente a dos epitopos de antigeno
dependera también de la accesibilidad epitopo, la orientacion, la densidad, y la movilidad. Cada sefialar que el efecto
de la sialilacion de unidén al antigeno también puede ser relevante para el Abs que reconocen antigenos virales o
bacterianos superficiales, e incluso antigenos solubles que son homopolimeros, puesto que la flexibilidad de Ab
puede determinar a qué moléculas Ab individuales se unen bivalentemente dentro de un complejo inmune soluble,
donde no so6lo podrian unirse algunos Abs a mas de un antigeno, sino que algunos de los antigenos pueden unirse
mediante mas de un Ab.

[0025] La presente invencion comprende un método para controlar las propiedades de una molécula que contiene
Fc mediante la alteracion de la sialilacion de los oligosacaridos Fc y las moléculas que contienen Fc alteradas. El
acido sialico tiene una carga neta negativa a pH fisiolégico y, por lo tanto, podria esperarse que la presencia de
acido sidlico en el hidrato de carbono unido a Fc altere la estructura tridimensional y, por tanto, la conformacién del
dominio CH2 y por lo tanto afecta a la union a Fc diversos ligandos o receptores. La molécula que contiene Fc
alterada afecta a la afinidad de uno o mas de los receptores de FcyRI, FcyRIIA, y FcyRllla, la actividad de ADCC, la
activacion de macréfagos o de monocitos, y la semivida en suero.
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Enriguecimiento de formas sialiladas de proteinas que contienen Fc

[0026] Un enfoque para preparar subgrupos de una proteina que contiene Fc particular que difieren en el
contenido de acido sialico es tomar una preparacion de proteina que contiene Fc con oligosacaridos Fc
heterogéneos, incluyendo moléculas tanto sialiladas como asialiladas, y pasarla a través de una columna que
contiene una lectina inmovilizada con afinidad diferencial para los oligosacéridos sialilados y asialilados. El flujo no
vinculante (T, a través) o la fraccién no unida la columna se pueden separar mediante la fracciéon unida (B, unido),
este (ltimo recogié mientras pasa tampoén de elucién a través de la columna. También puede ser posible recoger por
separado una fraccién débilmente unida o la fraccién de la columna de retraso (R, retrasado), por ejemplo, mediante
la recopilacion de proteina que contiene Fc que se eluye durante el lavado continuado de la columna con el tampon
de muestra original. Dependiendo de la lectina utilizada, la fraccién no vinculante puede tener un contenido de acido
sidlico mas alto o mas bajo que la fraccion que se une.

[0027] Los ejemplos de lectinas que pueden enriquecer las proteinas que contienen Fc sialilados o asialilados son
la lectina de Maackia amurensis (MAA), que une especificamente oligosacaridos con acido sidlico terminal, y la
aglutinina de lectina de germen de trigo (WGA), que une especificamente oligosacaridos ya sea con acido sialico
terminal o N - terminal acetilglucosamina (GIcNAc). Otro ejemplo es la lectina ricina | (RCA), que une oligosacaridos
con galactosa terminal. En el Ultimo ejemplo, la fraccion de flujo a través de la no unidn puede enriquecerse para las
moléculas que contienen Fc sialiladas.

Modificacion enzimatica de proteinas que contienen Fc

[0028] Un enfoque alternativo para la preparacion de subgrupos de una proteina que contiene Fc que difieren en el
contenido de &acido sialico es tratar una parte de una preparacion de proteina que contiene Fc con la enzima
sialidasa, eliminando de este modo los acidos sidlicos. El material asialilado resultante puede compararse con el
material original, parcialmente sialilado por las diferencias en la actividad biol6gica. Cuanto mayor sea el contenido
de &acido sialico en el lote original de proteina que contiene Fc, mayor es la probabilidad de detectar cualquier
diferencia en la actividad biologica. Por ejemplo, si s6lo el 10 % de los oligosacéridos Fc en la preparacion de
proteina original contenia &cido siélico, puede ser dificil de detectar diferencias en la actividad biol6gica después del
tratamiento con sialidasa, puesto que el 0 — 1 % de los oligosacéridos contienen &cido sialico. La comparacion de la
actividad bioldgica de una proteina que contiene Fc antes y después del tratamiento con sialidasa sera mas dificil si
el tratamiento de sialidasa da como resultado una distribucion diferente de los oligosacéaridos fucosilados y
afucosilados, ya que los niveles de fucosa tienen un profundo efecto en ciertas actividades bioldgicas, tales como la
afinidad por humana FcyRllla y la actividad ADCC. Por ejemplo, si una reduccion del contenido de acido sialico del
30 % de los oligosacéridos al 0% da como resultado un aumento en la proporcion de oligosacaridos afucosilados del
5 % al 15 %, entonces no sera posible atribuir diferencias en la actividad de ADCC Unicamente a la disminucion en el
contenido de &cido sialico. Tal efecto del tratamiento de sialidasa en la proporcién relativa de oligosacaridos
fucosilados y afucosilados es posible (y se ha observado) debido a la diferencia en la sialilacion de oligosacaridos
fucosilados y afucosilados antes del tratamiento con sialidasa para eliminar residuos de &cido sidlico.

[0029] La sialilacion de oligosacaridos presentes en la region Fc también se puede lograr utilizando métodos de
glicosilacion in vitro. Utilizando estos métodos, es posible alcanzar glicoformas sialiladas al maximo de muestras de
anticuerpo. En base del presente descubrimiento, las glicoformas sialiladas al maximo de anticuerpos u otros
constructos que contienen Fc habran reducido la semivida en suero en comparacion con los anticuerpos asialilados
0 menos sialilados. Por lo tanto, el método de la invencidon presenta un medio opcional para controlar tanto la
homogeneidad de las glicoformas que comprenden anticuerpos como otras construcciones de proteinas
recombinantes que contienen una regién Fc de inmunoglobulina y los aspectos funcionales in vivo de dichos
anticuerpos o constructos.

[0030] Las glicosiltransferasas naturalmente funcionan para sintetizar oligosacaridos. Estas producen productos
especificos con una excelente geometria estereoquimica y regioquimica. La transferencia de residuos de glicosilo se
traduce en el alargamiento o la sintesis de un oligo- o polisacéarido. Se han descrito numerosos tipos de
glicosiltransferasa, incluyendo sialiltransferasas, fucosiltransferasas, galactosiltransferasas, N -
acetilgalactosaminiltransferasas, N - acetilglucosaminiltransferasas y similares. Las glicosiltransferasas que son
utiles incluyen, por ejemplo, a - sialiltransferasas, a - glucosiltransferasas, a - galactosiltransferasas, a -
fucosiltransferasas, a - manosiltransferasas, a - xilosiltransferasas, a — N — acetilhexosaminiltransferasas, B -
sialiltransferasas, 3 - glucosiltransferasas, B - galactosiltransferasas, B - fucosiltransferasas, B - manosiltransferasas,
B - xilosiltransferasas, y B — N - acetilhexosaminiltransferasas, tales como las de Neisseria meningitidis, o de otras
fuentes bacterianas, y los de rata, raton, conejo, vaca, cerdo, fuentes humanas y de insectos y virus.
Preferiblemente, la glicosiltransferasa es una enzima glicosiltransferasa variante de truncamiento en la que el
dominio de union a la membrana ha sido suprimido.

[0031] Las galactosiltransferasas ejemplares incluyen a (1,3) galactosiltransferasa (E.C. N°. 2.4.1.151, véase, por
ejemplo, Dabkowski et al., Transplant Proc. 25: 2921 (1993) y Yamamoto et al. Nature 345: 229 -233 (1990)) y a
(1,4) - Galactosiltransferasa (E.C. N° 2.4.1.38). Se pueden utilizar otras glicosiltransferasas, como sialiltransferasa.
Una a (2,3) sialiltransferasa, a menudo referida como la sialiltransferasa, se puede utilizar en la produccion de sialil
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lactosa o estructuras de orden superior. Esta enzima transfiere acido sialico (NeuAc) de acido sialico CMP a un
residuo de Gal con la formacién de un enlace a entre los dos sacaridos. La unién (enlace) entre los sacaridos es
entre la posicion 2 - de NeuAc y la posicion 3 - de Gal. Una a (2,3) sialiltransferasa ejemplar conocida como a (2,3)
sialiltransferasa (EC 2.4.99.6) transfiere acido sialico a la Gal terminal no reductora de un Gal 1 — disacarido o
glicésido 3Glc. Véase, Van den Eijnden et al., J. Biol. Chem., 256:3159 (1981), Weinstein y col., J. Biol. Chem., 257:
13845 (1982) y Wen et al., J. Biol. Chem., 267: 21011 (1992). Otra a — 2, 3 sialiltransferasa (EC 2.4.99.4) ejemplar
transfiere acido sialico a Gal terminal no reductor del disac arido o el glucésido. Véase Rearick et al., J. Biol. Chem.,
254: 4444 (1979) y Gillespie y col., J. Biol. Chem., 267: 21004 (1992). Otras enzimas ejemplares adicionales
incluyen Gal — B - 1, 4 - GIcNAc a - 2, 6 sialiltransferasa (Véase Kurosawa et al. Eur. J. Biochem. 219: 375 - 381
(1994)).

[0032] Oftras glucosiltransferasas particularmente Utiles en la preparaciéon de los oligosacaridos son las
manosiltransferasas, incluyendo a (1, 2) manosiltransferasa, a (1, 3) manosiltransferasa, 8 (1, 4) manosiltransferasa,
Dol — P — Man sintasa, OCH1 y pMTL1.

[0033] Sin embargo, otras glucosiltransferasas incluyen N - acetilgalactosaminiltransferasas incluyendo a (1, 3) N -
acetilgalactosaminiltransferasa, 8 (1, 4) N - acetilgalactosaminiltransferasas (Nagata et al J. Biol. Chem. 267: 12082 -
12089 (1992 ) y Smith et al. J. Biol. Chem. 269: 15162 (1994)) y el polipéptido N - acetilgalactosaminiltransferasa
(Homa et al. J. Biol. Chem. 268: 12609 (1993)). N - acetilglucosaminiltransferasas adecuadas incluyen GnTI
(2.4.1.101, Hull et al., BBRC 176: 608 (1991)), GnTIl, y GnTlIl (lhara et al. J. Biolchem. 113: 692 (1993)), GnTV
(Shoreiban et al., J. Biol. Chem. 268: 15381 (1993)).

[0034] Para aquellas realizaciones en las que el método tiene que ser practicado a escala comercial, puede ser
ventajoso inmovilizar la glicosiltransferasa sobre un soporte. Esta inmovilizacion facilita la eliminacion de la enzima
del producto y la posterior reutilizacion de la enzima. La inmovilizacién de glicosiltransferasas se puede lograr, por
ejemplo, mediante la eliminacion en la transferasa del dominio de unién a la membrana, y la fijacion en su lugar de
un dominio de unién a celulosa. Los expertos en la técnica entenderan que también se pueden utilizar otros métodos
de inmovilizacidn descritos en la literatura disponible.

[0035] Debido a que los sustratos aceptores pueden ser esencialmente cualquier monosacarido u oligosacarido
con un residuo de sacarido terminal para el que la glicosiltransferasa particular muestra especificidad, el sustrato
puede estar sustituido en la posicion de su extremo no reductor. Por lo tanto, el aceptor de glicésido puede ser un
monosacérido, un oligosacarido, un sacarido marcado fluorescente, o un derivado de sacarido, tal como un
antibidtico aminoglucésido, un gangliésido, o una glicoproteina incluyendo anticuerpos y otras proteinas que
contienen Fc. En un grupo de realizaciones preferidas, el aceptor glucdsido es un oligosacarido, preferiblemente,
GalB (1 - 3) GIcNAc, Galp (1 - 4) GIcNAc, GalB (1 - 3) GalNAc, Gal (1 - 4) GalNAc, Man a (1, 3)Man, Man a (1,
6)Man o GalNAcB (1 — 4) - manosa. En una forma de realizacion particular preferida, el oligosacarido aceptor esta
unido al dominio CH2 de una proteina que contiene Fc.

[0036] El uso de sustrato de azucar activado, es decir, fosfato de nucledsido de azlcar, puede evitarse, ya sea
usando una reaccion de regeneracion simultaneamente con la reaccion de la glicotransferasa (también conocido
como sistema de reciclaje). Por ejemplo, como se ensefia en, por ejemplo, la Patente U.S 6.030.815, un sistema de
reciclado de acido sialico sintetasa CMP utiliza acido sialico CMP para reponer el acido sidlico CMP (CMP - NeuAc),
ya que reacciona con un aceptor de sialiltransferasa en presencia de una a (2, 3) sialiltransferasa para formar el
sialilsacarido. El sistema de regeneracion del &cido sialico CMP descrito en la presente invencion comprende el
monofosfato de citidina (CMP), un trifosfato de nucledsido (por ejemplo, adenosina trifosfato (ATP), un donante
fosfato (por ejemplo, fosfoenolpiruvato o fosfato de acetilo), una quinasa (por ejemplo, piruvato quinasa o quinasa de
etilo) capaz de transferir el fosfato desde el donador de fosfato de nucleésidos difosfatos y un monofosfato de
nucledsido quinasa (por ejemplo, mioquinasa) capaz de transferir el fosfato terminal desde un nucleésido trifosfato a
CMP. La a (2, 3) sialiltransferasa y la acido sialico CMP sintetasa también se pueden ver como parte del sistema de
regeneracion de acido sidlico CMP ya que la eliminacién del acido sidlico activado sirve para mantener la velocidad
de avance de la sintesis. La sintesis y el uso de compuestos de &cido sidlico en un procedimiento de sialilacion
utilizando un fagémido que comprende un gen para una enzima sintetasa de &cido sialico CMP modificado se
describen en la solicitud internacional WO 92/16640, publicada el 1 de octubre de 1992.

[0037] Un método alternativo de preparacion de oligosacéaridos es a través del uso de una glicosiltransferasa y
derivados glicosilo activados como azlicares donantes obviando la necesidad de nucleétidos de azicar como
azucares donantes tal como se ensefia en la Patente U.S. 5952203. Los derivados de glicosil activados actian como
suplentes de los sustratos de origen natural, que son nuclettidos de azlcar caros, normalmente nucleotidos
difosfoazlcares o monofosfoazUicares en los que el fosfato de nucleétido esta ligado al a en la posicién 1 del azicar.

[0038] Los derivados de glicésido activados que son Utiles incluyen un grupo saliente activado como, por ejemplo,
fldor, cloro, bromo, éster tosilato, mesilato de éster, éster triflato y similares. Las realizaciones preferidas de los
derivados de glicésido activados incluyen fluoruros de glicosilo y mesilatos de glicosilo, siendo particularmente
preferidos los fluoruros de glicosilo. Entre los fluoruros de glicosilo, son preferibles el fluoruro de a - galactosilo,
fluoruro de a - manosilo, fluoruro de a - glucosilo, fluoruro de a - fucosiltransferasa, a - xilosilofluoruro, fluoruro de a -
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sialil, fluoruro de alfa — N - acetilglucosaminil, fluoruro de a — N - acetilgalactosaminil, fluoruro de B - galactosilo,
fluoruro de B - manosilo, fluoruro de B - glucosilo, fluoruro de B - fucosilo, fluoruro de B - xilosilo, fluoruro de beta —
sialil, fluoruro de B — N - acetilglucosaminil y fluoruro de 3 — N - acetilgalactosaminil.

[0039] Los fluoruros de glicosilo pueden prepararse a partir del azdcar por primera acetilacion el azdcar y luego
tratandolo con HF / piridina. Los fluoruros de glicosilo acetilados pueden desprotegerse mediante una reaccion con
leve (catalitica) base en metanol (por ejemplo, NaOMe / MeOH). Ademas, muchos fluoruros de glicosilo estan
disponibles comercialmente. Otros derivados de glicosilo activados se pueden preparar usando métodos
convencionales conocidos por los expertos en la técnica. Por ejemplo, los mesilatos de glicosilo se pueden preparar
mediante el tratamiento de la forma hemiacetal totalmente bencilada del azlcar con cloruro de mesilo, seguido de
hidrogenacion catalitica para eliminar los grupos bencilo.

[0040] Un componente adicional de la reaccion es una cantidad catalitica de un fosfato de nucleésido o analogo
del mismo. Los monofosfatos de nucleésidos que son adecuados para su uso incluyen, por ejemplo, monofosfato de
adenosina (AMP), citidina monofosfato (CMP), uridina monofosfato (UMP), el monofosfato de guanosina (GMP),
inosina monofosfato (IMP) y monofosfato de timidina (TMP). Trifosfatos de nucledsido adecuados para uso incluyen
trifosfato de adenosina (ATP), trifosfato de citidina (CTP), la uridina trifosfato (UTP), la guanosina trifosfato (GTP), la
inosina trifosfato (ITP) y la timidina trifosfato (TTP). Un nucledsido trifosfato preferido es el UTP. Preferiblemente, el
fosfato de nucledsido es un nucledsido difosfato, por ejemplo, difosfato de adenosina (ADP), difosfato de citidina
(CDP), uridina difosfato (UDP), guanosina difosfato (GDP), difosfato de inosina (IDP) y difosfato timidina (TDP). Un
Nucl-preferido difosfato eoside es UDP. Como se sefialé anteriormente, la divulgacion también se puede practicar
con un anéalogo de los fosfatos de nucleésidos. Los anédlogos adecuados incluyen, por ejemplo, sulfatos y sulfonatos
de nucledsidos. Sin embargo, otros anélogos incluyen fosfatos sencillos, por ejemplo, pirofosfato.

[0041] Un procedimiento para modificar proteinas recombinantes producidas en, por ejemplo, células murinas en
las que predomina la forma hidroxilada del acido sialico (NGNA), es tratar la proteina con sialidasa, para eliminar el
acido sialico de tipo NGNA, seguido de galactosilacion enzimatica usando el reactivo UDP - Gal y betal, 4
Galtransferasa para producir glicoformas G2 altamente homogéneas. La preparaciébn puede entonces,
opcionalmente, tratarse con el reactivo CMP - NANA y alfa - 2, 3 sialiltransferasa para dar glioformas G2S2
altamente homogéneas.

[0042] Cuando se desea la supresion o eliminacion de grupos de acido sialico de los glicanos adjuntos a la region
Fc de anticuerpos o moléculas que contienen Fc, se puede utilizar una sialidasa. Se conocen en la disciplina
numerosas sialidasas de diversa especificidad. Se ha identificado una célula sialidasa de CHO soluble (Ferrari et al,
1994, Glycobiology 4: 367 - 373) y, si se filtra en el medio de cultivo puede ser responsable de la eliminacion
extracelular del sidlico en los glicanos de las proteinas recombinantes. Por lo tanto, es posible que puedan tener
lugar adiciona y eliminaciones de grupos de é&cido sidlico durante la produccién de proteinas recombinantes que
pueden explicar las estructuras de glicano variables y heterogéneas en proteinas producidas a partir de lineas
celulares CHO.

[0043] Las sialidasas (neuraminidasas) se han aislado y clonado a partir de una variedad de especies de bacterias
en el hombre con diferentes especificidades para los sustratos, por ejemplo, glicoproteinas, glicolipidos, y
gangliésidos y los vinculos. Las enzimas con amplia especificidad para el tipo de grupo estatico, por ejemplo, acidos
neuraminicos hidroxilado (NGNA) o no hidroxilados y enlaces que pueden ser acidos sialicos a2, 3 -, 02,6 -, 002 ,8
- y ramificados unidos a un residuo interno; incluyen los de Clostridium perfringens y sialidasas de Arthrobacter
ureafaciens (sialidasa A, N - acetilneuraminato glicohidrolasa; CE 3.2.1.18). Las enzimas purificadas estan
disponibles comercialmente en, por ejemplo, Prozyme, Inc, San Leandro, CA. La secuencia nucleétida de un gen de
sialidasa ureafaciens ha sido clonado (N° de acceso NCBI AY934539) por Lundbeck et al. 2005. Biotechnolo. Appl.
Bochem 41: 225 - 231.

[0044] Utilizando los métodos bien conocidos en la técnica, las células huésped que segregan enzimas capaces
de actuar en oligosacaridos extracelulares pueden ser construidas como se ensefia en, por ejemplo US7, 026,152
para los cultivos capaces de producir etanol mediante azucares de fermentacion liberados por endogulcanasas
secretadas. Lundbeck et al. (Supra) expresé una forma truncada de la sialidasa A que era capaz de eliminar
residuos de acido sialico de muteinas de eritropoyetina recombinante. La modificacion de una célula huésped de
mamifero capaz de expresar un anticuerpo terapéutico u otra proteina que contiene Fc y desialilacion simultanea de
esa proteina expresada en el medio extracelular no se ha demostrado. La invencién demuestra que la forma soluble
de sialidasa A se puede coexpresar por las células productoras de anticuerpos, y el producto anticuerpo resultante
recuperado a partir de cultivos de dichas células ha reducido el contenido de &cido sidlico en su parte Fc de las
moléculas. Los anticuerpos mejorados de acido sidlico producidos de esta manera han mejorado la actividad de
ADCC en comparacion con los anticuerpos producidos por las lineas celulares convencionales.

Caracterizacion estructural de las variantes de acido sialico

[0045] Para la caracterizacion estructural de las variantes de acido sialico que contienen oligosacaridos, las
preparaciones de glicoproteina incluidas las preparaciones de anticuerpos fueron tratadas con péptido — N -
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glicosidasa F para liberar los oligosacaridos unidos a N -. La enzima péptido — N - glucosidasa F (PNGasa F)
escinde asparagines unidos a oligosacaridos. Los oligosacaridos liberados se marcaron fluorescentemente con acido
antranilico (acido 2 - aminobenzoico), se purificaron y se analizaron por HPLC como se describe (véase Anumula, K.
R. y Dhume ST Glycobiology 1998 julio; 8 (7): 685 - 94). Como se muestra en la Figura 3, los oligosacaridosacaridos
separados como GO, G1, G2, G2S1 y G2S2 en el cromatograma se pueden detectar y cuantificar. La especies
aglicosiladas, naturalmente desprovistas de glicanos o que han sido despojadas quimica o enzimaticamente de
glicanos se denominan Gno.

Caracterizacién Bioldgica de las variantes de acido sidlico

[0046] Las proteinas que contienen Fc se pueden comparar por funcionalidad mediante varios ensayos in vitro
bien conocidos. En particular, la afinidad para los miembros de la familia de los receptores de Fcy, FcyRI, FcyRIl y
FcyRIIl es de interés. Estas mediciones se podrian realizar utilizando formas solubles recombinantes de los
receptores o las formas asociadas a células de los receptores. Ademas, la afinidad para FcRn, el receptor
responsable de la semivida prolongada en circulacion de 1gG se puede medir, por ejemplo, mediante BlAcore
usando FcRn soluble recombinante. Ensayos funcionales basados en células, como los ensayos de ADCC y
ensayos de los CDC, proporcionan una vision de las consecuencias funcionales probables de determinadas
estructuras variantes. En una realizacion, el ensayo de ADCC esta configurado para tener células NK que actian
como la célula efectora primaria, reflejando asi los efectos funcionales en el receptor de FcyRlIIl. Los ensayos de
fagocitosis también se pueden usar para comparar las funciones efectoras inmunes de diferentes variantes, como
ensayos CaN que miden las respuestas celulares, tales como la liberacién de mediador superoxido o inflamatorios.

Ensayos de afinidad y severidad

[0047] Los anticuerpos, que son naturalmente multivalentes, pueden ser probados para determinar varios
parametros de la unién a proteinas diana. Un formato conveniente para la determinacion de una Kd aparente es el
ELISA (ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzimas) o RIA (radioinmunoensayo). "ELISA" se ha convertido en un
método generalmente utilizado para referirse a un ensayo de union realizado en un soporte sélido usando métodos
de deteccién indirecta. Generalmente, en un ELISA, los analitos solubles se eliminan de la solucién después de
unirse especificamente a los reactivos en fase sélida. En el método, los reactivos de fase sélida se preparan
mediante la adsorcién de un antigeno o anticuerpo en placas de microtitulaciéon de plastico; En otros métodos, los
reactivos de fase solida son moléculas asociadas a células. En todos los protocolos, los reactivos de fase sélida se
incuban con reactivos secundarios o terciarios covalentemente acoplados a una enzima. Los conjugados no unidos
se eliminan mediante lavado y se afiade un sustrato cromogénico o fluorogénico. A medida que el substrato es
hidrolizado por la enzima conjugado unido, se genera un producto coloreado o fluorescente. Finalmente, el producto
se detecta visualmente o con un lector de placas de microtitulacion. La intensidad de la sefial generada es
proporcional a la cantidad de analito inicial en la mezcla de ensayo.

[0048] En una variacién del ensayo en fase sélida, un antigeno puede ser inmovilizado indirectamente o
capturado, por ejemplo, utilizando un anticuerpo de captura inmovilizado que reconoce un dominio irrelevante en el
antigeno o mediante el uso de un anticuerpo u otro ligando que se une una "etiqueta" mediante modificacion
genética en la proteina diana, por ejemplo, una secuencia de polihistidina.

[0049] Un método alternativo para medir la unién de anticuerpos contra antigenos de superficie es mediante el uso
de células enteras que expresan (natural o mediante modificacion genética) un antigeno en la superficie celular. Las
células se incuban con una solucién de prueba que contiene el anticuerpo primario. El anticuerpo no unido se elimina
por lavado y las células se incuban a continuacién con una enzima conjugada con anticuerpos especificos para el
anticuerpo primario. La enzima conjugada no unida se elimina mediante lavado y se agrega solucién de sustrato. El
nivel de anticuerpo primario unido es proporcional a la cantidad de hidrdlisis del sustrato. Esta sera cuantitativa si el
namero de células por unidad de volumen se mantiene constante. Como alternativa, puede hacerse la deteccion
utilizando un ligando radiomarcado a través de union directa o competicion como se describié anteriormente. Los
protocolos para los ensayos de ELISA se encuentran en, por ejemplo, Ausubel, FM et al. Current Protocols in
Molecular Biology. 2003 John Wiley & Sons, Inc.

[0050] La velocidad de union, las velocidades de asociaciéon y velocidades de disociacion también se pueden
medir usando la tecnologia BIAcore que utiliza un aglomerante en fase sélida o un ligando y un aglomerante en fase
de solucién mavil o un ligando detectado por resonancia de plasmoén superficial.

Métodos para la evaluacion de la funcién efectora
[0051] EI papel de la glicosilacién de anticuerpos en la depuracion, y por lo tanto, la farmacocinética de las
proteinas que contienen Fc terapéutico parece minima; la union al receptor Fc neonatal (FCRn) se considerd

responsable de la eliminaciéon de la IgG de la circulacion, parece que no se altera por la falta del oligosacarido N -
ligado en la parte Fc de un anticuerpo.
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[0052] Los receptores Fc de lla gG (FCR) que enlazan las respuestas inmunes mediadas por anticuerpos de IgG
con funciones efectoras celulares incluyen los receptores Fc - gamma: FcRI (CD64), FcRIl (CD32) (FcRIIA y
FCRIIB), y FcRIIl (CD16) . Los tres se encuentran en monocitos. Sin embargo, la elaboracion de estos receptores en
las diferentes células diana parece ocurrir diferencialmente y en respuesta a otros factores. Por lo tanto, la medicién
de la afinidad de Fc modificado con glicosilacion contiene bioterapéuticos para los receptores Fc — gamma, es una
medicién apropiada para la prediccion de las funciones efectoras mejoradas.

[0053] Se ha indicado que los Abs de IgGlhumanas con bajos niveles de fucosa en sus glicanos Fc tienen una
mayor afinidad para FcR CD16 humano y mejoraron de manera espectacular en la actividad in vitro en los ensayos
ADCC utilizando células efectoras CMSPs humanas (Shinkawa et al. J. Biol. Chem. 278 (5): 3466 - 3473, 2003;
Escudos et al. J Biol Chem. 277 (30): 26733 - 26740, 2002; Umafia et al., Nat. Biotech 17: 176 - 180,1999).

[0054] Un método de evaluacién de las funciones efectoras utilizando el ensayo ADCC in vitro se puede realizar de
una manera cuantitativa. Por lo tanto, un ensayo in vitro puede disefiarse para medir la capacidad del anticuerpo
unido para provocar la destruccion de la célula que muestra su ligando afin para la correcta seleccién de las lineas
celulares efectoras y diana y la evaluacion de las células "asesinas" ya sea por la incapacidad de las células para
seguir dividiendo o por la liberacién de los contenidos internos, por ejemplo, liberacién de Cr*'. La célula diana
puede ser una linea celular que normalmente expresa un ligando diana para el anticuerpo, un fragmento de
anticuerpo, o una proteina de fusion o se pueden modificar para expresar y retener la proteina diana en su
superficie. Un ejemplo de dicha linea de celular modificada es la célula K2, una linea celular de mieloma de raton
Sp2 /0 que se expresa de forma estable en el FNT humano recombinante superficial que permanece como forma de
transmembrana debido a la introduccién de una delecion de 1-12 amino&cidos de la citoquina madura (Pérez et al.,
Cell 63: 251 - 258, 1990). Esta linea celular es (til para evaluar las alteraciones en la actividad ADCC de los
anticuerpos anti -FNT, de los fragmentos de los anticuerpos, o de las proteinas de fusion que se dirigen al anti — FNT
alfa modificado que tiene dominios Fc o actividad en el dominio Fc.

[0055] Las células efectoras para el ensayo de actividad ADCC in vitro pueden ser CMSP (células monociticas de
sangre periférica) de fuente humana o de otro mamifero. Las células efectoras de CMSP pueden aislarse justo
después de la extraccién de sangre de los donantes por los métodos aprobados. Otras células monociticas o de
macrofagos que se pueden usar son las derivadas de los fluidos de efusion, tales como exudados peritoneales.

[0056] Estan también disponibles los modelos in vivo para la medicion de las funciones inmunes celulares. Por
ejemplo, los anticuerpos anti - CD3 pueden usarse para medir la activacion de células T en ratones, ya que la
activacion de células T depende de la manera en la que el dominio Fc del anticuerpo se acopla a los receptores
especificos Fcy. In vitro, se comparar6 la actividad anti - tumoral de una version de fucosa elevada y una baja de un
hibrido de Ab de IgG1 humana contra el receptor 4 de quimiocinas CC, no se observé diferencias en su actividad
ADCC in vitro (utilizando células efectoras de ratén), sin embargo, el Ab de baja fucosa mostré una eficacia mas
potente in vivo. No se proporcionaron células efectoras humanas y los ratones retuvieron las células NK endégenas
(Niwa et al. Cancer Res. 64: 2127 - 2133, 2004). Como el receptor CD16 en las células NK humanas ha demostrado
una mayor sensibilidad en los niveles de fucosa de los Abs de 1gG1, estos datos sugieren que un mecanismo distinto
de lo que se ha estudiado en las células efectoras humanas esta funcionando en ratones. Una posibilidad es el
receptor CD16 — 2 de ratdn descubierto recientemente (Mechetina et al. Inmundégeno 54: 463 - 468, 2002). El
dominio extracelular del ratébn CD16 - 2 tiene una identidad de secuencia significativamente mas alta en el CD16A
humana (65%) que la del receptor CD16 de raton que mejor se conoce, lo que sugiere que puede ser mas sensible a
los niveles de fucosa de las IgG qu cuando se se une a CD16 de raton. Su expresion se indica en las células J774
de tipo macrofago en raton, es consistente con la posibilidad de que los macrofagos de raton que expresan CD16 - 2
puedan ser responsables de la mayor actividad anti - tumoral por el Ab de baja fucosa descrito por Niwa et al.
(2004). Por lo tanto, el estudio de la union al receptor Fc por las proteinas que contienen Fc de tipo IgG1 humana en
las células efectoras murinas no es predictiva.

Procesos de produccién de proteinas

[0057] Diferentes procesos involucrados con la produccion de proteinas que contienen Fc pueden afectar a la
estructura de oligosacaridos Fc, incluyendo el &cido sidlico. En una realizacion, las células huésped que secretan la
proteina que contiene Fc se cultivan en presencia de suero, por ejemplo, suero bovino fetal (SBF), que no se
sometié anteriormente a un tratamiento de calor elevado (por ejemplo, 56 °C durante 30 minutos). Esto puede dar
como resultado una proteina que contiene Fc que no contiene, o contiene cantidades muy bajas, acido sidlico,
debido a la presencia natural en el suero de las enzimas de sialidasa activas que pueden eliminar el &cido sidlico de
las proteinas que contienen Fc secretadas a partir de esas células. En otra realizacion, las células que secretan la
proteina que contiene Fc se cultivan en presencia de suero que se sometid a un tratamiento de calor elevado,
inactivando asi las enzimas sialidasa, o en ausencia de suero o de otros componentes del medio que pueden
contener enzimas sialidasa, de tal manera que la proteina que contiene Fc tiene los niveles mas altos de acido
sialico, para aplicaciones (por ejemplo, indicaciones terapéuticas) cuando podria ser deseable.

[0058] En otra realizacién, se establecieron las condiciones utilizadas para purificar y los procesos adicionales de
proteinas que contienen Fc que favoreceran al contenido éptimo de acido sialico. Por ejemplo, ya que el acido siélico
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es labil al acido, la exposicién prolongada a un bajo entorno de pH, por ejemplo después de la elucién de una
columna de cromatografia de proteina A o durante los procesos de inactivacion viral, puede dar lugar
simultdneamente a una reduccién en el contenido de acido sialico.

Células huésped modificadas

[0059] Tal y como se describe en la presente, la célula huésped elegida para la expresién de la proteina que
contiene Fc recombinante o anticuerpo monoclonal es una importante contribuyente a la composicion final,
incluyendo, sin limitacion, la variacion en la composicion de los restos de oligosacaridos que decoran la proteina en
el dominio CH2 de la inmunoglobulina. Por lo tanto, un aspecto de la invencién implica la seleccién de células
huésped apropiadas para su uso y / o desarrollo de una célula de produccién que expresa la proteina terapéutica
deseada.

[0060] En una realizacion, la célula huésped es una célula naturalmente deficiente o carente de sialiltransferasas.
En otra realizacion, la célula huésped se modifica o se trata genéticamente con el fin de ser desprovista de
sialiltransferasas. En otra realizacion, la célula huésped es una linea de células huésped derivada seleccionada para
expresar niveles reducidos o indetectables de sialiltransferasas. En otra realizacién, la célula huésped esta
naturalmente desprovista de, o estd modificada o tratada genéticamente para ser desprovista de, la sintetasa de
acido sidlico CMP, la enzima que cataliza la formacion de acido sidlico CMP, que es la fuente de acido sidlico
utilizada por la sialiltransferasa para transferir 4cido sialico al anticuerpo. En una realizacién relacionada, la célula
huésped puede estar naturalmente desprovista de, o esta modificada o tratada genéticamente para ser desprovista
de, la sintetasa de 4cido piravico, la enzima que forma é&cido sialico a partir de &cido piravico.

[0061] En una realizacion adicional, la célula huésped puede estar naturalmente desprovista de, o esta modificada
o tratada genéticamente para ser desprovista de, galactosiltransferasas, de tal manera que los anticuerpos
expresados en dichas células carecen de galactosa. Sin galactosa, no se unira el acido sialico. En una realizacion
aparte, la célula de la célula huésped puede sobreexpresarse naturalmente, o ser modificada genéticamente para
sobreexpresar, una enzima sialidasa que elimina el acido sidlico de los anticuerpos durante la produccién. Dicha
enzima sialidasa puede actuar intracelularmente en anticuerpos antes de que los anticuerpos se secreten o estén
secretados en el medio de cultivo y actie sobre los anticuerpos que ya han sido secretados en el medio. Los
métodos de seleccion de lineas celulares con glicosilasas alteradas y que expresan glicoproteinas con
composiciones de carbohidratos alterados se han descrito en (Ripka y Stanley, 1986 Somatic Cell Mol Gen 12: 51 -
62;. US2004 / 0132140). Los métodos de células huésped modififcadas para producir anticuerpos con patrones de
glicosilacion alterados dan lugar a una ADCC mejorada que se ha demostrado en, por ejemplo la Patente U.S.
6.602.864, en la que las células huésped albergan un acido nucleico que codifica al menos una glicoproteina que
modifica la glicosiltransferasa, especificamente B (1,4) — N — acetil — glucosaminil - transferasa Il (GnTIII).

[0062] Otros enfoques para la modificacion genética de las propiedades de glicosilacién de una célula huésped
mediante la manipulacion de la glicosiltransferasa de la célula huésped implica la eliminacién o supresion de la
actividad, como se indica en el documento EP1. 176.195, especificamente, alfa, 6 fucosiltransferasa (producto
génico FUT8). Seria obvio para un experto en la técnica poner en practica los métodos de modificacién de células
huésped en otro de los ejemplos especificos citados anteriormente. Ademas, la célula huésped modificada puede
ser de origen mamifero o se puede seleccionar de los grupos formados por mieloma, linfoma, levadura, células de
insecto o vegetales, o cualquier células derivada, inmortalizada o transformada de las mismas.

[0063] En otra realizacion, el método de supresién o eliminacion de la actividad de la enzima requiere la unién de
acido sidlico que puede seleccionarse del grupo formado por silenciamiento génico, tal como el uso de SiRNA,
knockout genético, o adicién de un inhibidor enzimatico, tal como la co - expresion de un Ab intracelular o péptido
especifico para la enzima que une y bloquea su actividad enzimatica, y otras técnicas de modificacion genética
conocidas. En otra realizacién, un método para mejorar la expresion o la actividad de una enzima que bloquea la
unién de &cido sidlico, o una enzima sialidasa que elimina los acidos sialicos que ya estan unidos, puede
seleccionarse del grupo formado por transfecciones con genes de enzimas recombinantes, factores de
transfecciones o de transcripcion que mejoran la sintesis de ARN de la enzima, o las modificaciones genéticas que
mejoran la estabilidad del ARN de la enzima, dando lugar a una mayor actividad de las enzimas, tales como
sialidasas, que dan lugar a niveles mas bajos de acido sialico en el producto purificado. En otra realizacion, los
inhibidores de enzimas especificas se pueden afiadir al medio de cultivo celular.

Anticuerpos

[0064] Un anticuerpo descrito en el presente documento puede incluir o derivarse de cualquier mamifero, tales
como, pero no limitandose a, un ser humano, un ratén, un conejo, una rata, un roedor, un primate, o cualquier
combinacién de los mismos e incluye anticuerpos de humanos aislados, primates, roedores, mamiferos, hibridos,
humanizados y / o anticuerpos anti - integrina injertados en CDR, inmunoglobulinas, productos de escision y otras
partes especificadas y variantes de los mismos. La descripcion también se refiere a la codificacion de anticuerpos o
acidos nucleicos complementarios, vectores, células huésped, composiciones, formulaciones, dispositivos, animales
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transgénicos, plantas transgénicas, y métodos de fabricacién y utilizacién de los mismos, tal y como se describe en
el presente documento conjuntamente junto a lo que se conoce en la técnica.

[0065] La presente invencién proporciona ademas células, lineas celulares, y cultivos celulares que expresan una
inmunoglobulina o fragmento de los mismos capaces de la glicosilaciéon en un dominio CH2 que se une un antigeno,
una citoquina, una integrina, un anticuerpo, un factor de crecimiento, una antigeno de superficie que es un marcador
de linaje y diferenciacion celular, una hormona, una proteina receptora o de fusion de la misma, una proteina de
sangre, una proteina implicada en la coagulacién, cualquier fragmento de las mismas, y cualquier analogo
estructural o funcional de cualquiera de los anteriores. En una realizacion preferida, la inmunoglobulina, fragmento o
derivado del mismo se une a un antigeno en la superficie de una célula diana. En una realizacion particularmente
preferida, la célula diana es una célula tumoral, una célula de la vulatura del tumor, o una célula inmune. En una
realizacién especifica, la inmunoglobulina, fragmento o derivado del mismo se une a FNT, una integrina, un antigeno
de células B, o un factor tisular.

[0066] En otra realizacion, las células, lineas celulares, y cultivos celulares de la presente invenciéon pueden
expresar de forma detectable una proteina de fusién que comprende un factor de crecimiento u hormona. Ejemplos
de los factores de crecimiento contemplados por la presente invencion incluyen, pero no se limitan a, un factor de
crecimiento humano, un factor de crecimiento derivado de plaquetas, un factor de crecimiento epidérmico, un factor
de crecimiento de fibroblastos, un factor de crecimiento nervioso, una gonadotropina coridnica humana, una
eritropoyetina, una trombopoyetina, una proteina morfogénica 6sea, un factor de crecimiento transformante, un factor
de crecimiento similar a la insulina, o un péptido similar al glucagon, y cualquier analogo estructural o funcional de
los mismos.

[0067] Los anticuerpos aislados de la invencion incluyen aquellos que tienen isotipos de anticuerpos con actividad
ADCC, especialmente IgG1 humana, (por ejemplo, IgGlkappa y IgGllamda), y, menos preferidos son 1gG2 e IgG3,
o isotipos hibridos que contienen residuos alterados en los residuos especificos en los dominios Fc que son sus
homologos de otras especies. Los anticuerpos pueden ser anticuerpos completos (por ejemplo, IgG1l) o pueden
incluir sélo una parte de unién al antigeno y una parte Fc o dominio capaz de obtener funciones efectoras incluyendo
ADCC, activacion del complemento, y unién de C1q.

[0068] Ademas, el fragmento de inmunoglobulina producido por las células, lineas celulares, y cultivos celulares de
la presente invencion puede incluir, pero no esta limitado a Fc u otras estructuras que contienen dominio CH2 y
cualquier andlogo estructural o funcional de los mismos. En una realizacion, el fragmento de inmunoglobulina es un
polipéptido de fusion del dominio receptor dimérico. En una realizacion especifica, el polipéptido de fusion del
dominio receptor dimérico es Etanercept. El etanercept es una molécula recombinante, soluble del receptor FNT a
que se administra por via subcutanea y se une a TNFa en el suero del paciente, volviéndolo biolégicamente inactivo.
El etanercept es una proteina de fusion dimérica que consiste en la parte de union al ligando extracelular del
receptor del factor de necrosis tumoral (RFNT) humano de 75 kilodaltones (p75) ligado a la parte Fc de la 1IgG1
humana. El componente Fc de etanercept contiene el dominio CH2, el dominio CH3 y la regién bisagra, pero no el
dominio CH1 de la IgG1.

[0069] Otros productos dispuestos para su fabricacion utilizan las lineas celulares de la invenciéon que incluyen
proteinas terapéuticas o profilacticas actualmente fabricadas por otros tipos de lineas celulares animales y que
tienen un CH2 capaz de ser glicosilado. Particularmente preferidas son aquellas proteinas terapéuticas, glicosiladas,
proteinas que contienen dominio CH2 que se unen a antigenos diana en una superficie celular, esta célula es
conveniente para incapacitar o eliminar del cuerpo. Un nimero de dichos anticuerpos terapéuticos esta modificado
para contener la IgG1 humana, especialmente la IgG1, la cadena pesada que comprende un dominio CH1, CH2 y
CH3 humano. Tales proteinas terapéuticas incluyen, pero no se limitan a las descritas a continuacién en la presente.

[0070] El infliximab se vende ahora como REMICADE®. Infliximab es un anticuerpo monoclonal quimérico de la
IgG1k con un peso molecular aproximado de 149.100 daltones. Se compone de regiones constantes constantes
humanas y regiones variables murinas. Infliximab se une especificamente al factor de necrosis tumoral humano alfa
(FNT (alfa)) con una constante de asociacién de 10'° M-1. Infliximab neutraliza la actividad biolégica del FNT (alfa)
mediante la unién con alta afinidad a las formas solubles y de transmembrana del FNT (alfa) e inhibe la union del
FNT (alfa) con sus receptores. Las células que expresan la transmembrana del FNT (alfa) unido por infliximab se
pueden lisar in vitro o in vivo. El infliximab esté indicado para el tratamiento de la artritis reumatoide, la enfermedad
de Crohn, y espondilitis alquilosante. Infliximab se administra en dosis de 3 a 5 mg / kg administradas como una
infusion intravenosa, seguida con dosis similares adicionales a las 2, 6, y / 0 8 semanas a partir de entonces, y a
intervalos cada 8 semanas, dependiendo de la enfermedad a tratar. Daclizumab (vendido como Zenapax®) es un
inmunosupresor, un anticuerpo monoclonal de 1gG1 humanizado producido por tecnologia de ADN recombinante
que se une especificamente a la subunidad alfa (alfa p55, CD25, o subunidad Tac) del receptor de de la interleucina
-2 de alta afinidad humano (IL - 2 ) que se expresa en la superficie de los linfocitos activados. Dacli - zumab es un
anticuerpo hibrido de ratén — humano injertado en las regiones determinantes de la complementariedad (CDR). Las
secuencias humanas se derivaron de los dominios constantes de la IgG1 humana y las regiones marco variables del
anticuerpo de mieloma Eu. Las secuencias murinas se derivaron de las CDRs de un anticuerpo anti - Tac murino.
Daclizumab esta indicado para la profilaxis del rechazo agudo de 6rganos en pacientes que reciben trasplantes
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renales y se utliza generalmente como parte de un régimen inmunosupresor que incluye ciclosporina y
corticosteroides.

[0071] EIl basiliximab (vendido como SIMULECT®) es un anticuerpo monoclonal hibrido (murino / humano)
producido por la tecnologia de ADN recombinante, que funciona como un agente inmunosupresor, que se une
especificamente a y bloquea el receptor de la interleucina - 2 (alfa) - cadena (IL -2R (alfa), también conocido como
antigeno CD25) en la superficie de los linfocitos T activados. Basandose en la secuencia de aminoacidos, el peso
molecular calculado de la proteina es de 144 kilodaltones. Es una glicoproteina obtenida a partir de la fermentacion
de una linea celular de mieloma de ratén establecida por modificacion genética para expresar plasmidos que
contienen los genes de la region constante de la cadena pesada y ligera humana (IgG1) y los genes de la region
variable de la cadena ligera y pesada de ratones que codifica el anticuerpo RFT5 que se une selectivamente a la IL -
2R (alfa). El basiliximab esta indicado para la profilaxis del rechazo agudo de 6rganos en pacientes que recibieron un
trasplante renal cuando se utiliz6 como parte de un régimen inmunosupresor que incluye ciclosporina y
corticosteroides.

[0072] EI adalimumab (vendido como HUMIRA®) es un anticuerpo monoclonal IgG1l humana recombinante
especifico para el factor de necrosis tumoral humano (FNT). El adalimumab se ha creado utilizando la tecnologia de
expresion en fago dando lugar a un anticuerpo con regiones variables de cadena pesada y ligera derivadas de
humanos y regiones constantes kappa de IgG1 humana. HUMIRA® esta indicado para reducir los signos y sintomas
e inhibir la progresion del dafio estructural en pacientes adultos con artritis reumatoide de moderada a severamente
activa que han tenido una respuesta inadecuada a uno o mds DMARDs. HUMIRA® puede utilizarse solo o en
combinacion con MTX u otros DMARDs.

[0073] El rituximab (vendido como RITUXAN®) es un anticuerpo monoclonal hibrido murino / humano modificado
genéticamente dirigido contra el antigeno CD20 hallado en la superficie de linfocitos B normales y malignos. El
anticuerpo es una inmunoglobulina kappa IgG1 que contiene secuencias de la regién variable de cadena ligera y
pesada murina y las secuencias de la regiéon constante humana. Rituximab tiene una afinidad de union para el
antigeno CD20 de aproximadamente de 8,0 nM. Rituximab esta indicado para el tratamiento de los pacientes con
bajo grado o folicular en recidiva o resistente, CD20 positivo, linfoma no Hodgkin de células B. RITUXAN® se
administra en una infusion 2 IV de 375 mg / ml una vez por semana durante 4 u 8 dosis.

[0074] El trastuzumab (comercializado como Herceptin®) es un anticuerpo monoclonal recombinante humanizado
derivado de ADN que se une selectivamente con alta afinidad en un ensayo basado en células (Kd = 5 nM) al
dominio extracelular de la proteina del receptor - 2 del factor de crecimiento epidérmico humano, HER2. El
anticuerpo es una IgG kappa 1 que contiene regiones marco humanas con las regiones determinantes de
complementariedad de un anticuerpo murino (4D5) que se une a HER2. Herceptin esta indicado como terapia de
agente Unico para el tratamiento de pacientes con cancer de mama metastasico cuyos tumores sobreexpresan la
proteina HER2 y que han recibido uno o méas regimenes de quimioterapia para su enfermedad metastasica.
Herceptin® en combinacion con paclitaxel esta indicado para el tratamiento de pacientes con cancer de mama
metastasico cuyos tumores sobreexpresan la proteina HER2 y que no han recibido quimioterapia para su
enfermedad metastasica. La dosis recomendada es una dosis de carga inicial de 4 mg / kg de trastuzumab
administrada como una infusiéon de 90 minutos y una dosis de mantenimiento semanal de 2 mg / kg de trastuzumab
gue se puede administrar como una infusion de 30 minutos si la dosis de carga inicial es bien tolerada.

[0075] EI alemtuzumab (vendido como CAMPATH®) es un anticuerpo monoclonal humanizado derivado de ADN
recombinante (Campath - 1H) que se dirige contra la glicoproteina de la superficie celular 21 - 28 kD, CD52. El
alemtuzumab se une a CD52, un antigeno no modular que esta presente en la superficie de esencialmente todos los
linfocitos B y T, la mayoria de los monocitos, macréfagos, y células NK, una subpoblacién de granulocitos, y tejidos
del aparato reproductor masculino. El anticuerpo Campath - 1H es una IgG1 kappa humana con marco variable y
regiones constantes, y las regiones determinantes de la complementariedad de un anticuerpo monoclonal murino
(rata) (Campath - 1G). Campath esta indicado para el tratamiento de las células B de leucemia linfocitica crénica
(LLC - B) en pacientes que han sido tratados con agentes alquilantes y que han fracasado en el tratamiento con
fludarabina. La determinacion de la eficacia de Campath se basa en tasas de respuesta global. Campath es
administrado inicialmente como una infusién IV de 3 mg cada 2 horas al dia; una vez que se tolera la dosis diaria
debe aumentarse a 10 mg y continuar hasta su toleracion. Una vez que este nivel de dosis es tolerado, la dosis de
mantenimiento de Campath de 30 mg puede iniciarse y administrarse tres veces por semana durante un maximo de
12 semanas. En la mayoria de los pacientes, el incremento de 30 mg se puede lograr en 3 - 7 dias.

[0076] EI omalizumab (vendido como XOLAIR®) es un anticuerpo monoclonal de IgG 1 (kappa) humanizado
recombinante que se une selectivamente a la inmunoglobulina E humana (IgE). Omalizumab inhibe la unién de la
IgE al receptor de alta afinidad de IgE (Fc (épsilon) RI) en la superficie de los mastocitos y baséfilos. La reduccion de
la IgE unida a la superficie de las células portadoras de Fc (épsilon) RI limita el grado de liberacion de los
mediadores de la respuesta alérgica. El tratamiento con omalizumab también reduce el nimero de Fc (épsilon) de
los receptores RI en los basofilos en pacientes atépicos. El omalizumab esta indicado para adultos y adolescentes
(mayores de 12 afios) con asma persistente de moderado a severo que tienen una prueba cutanea positiva o
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reactividad in vitro a aeroalérgenos perennes y cuyos sintomas estan adecuadamente controlados con
corticosteroides inhalados. Omalizumab se administra SC cada 2 0 4 semanas con dosis de 150 a 375 mg.

[0077] EI efalizumab (RAPTIVA ®) es un anticuerpo de isotipo kappa monoclonal inmunosupresor de 1gG1l
recombinante humanizada que se une al CD11a humano. El efalizumab se une al CD11a, la (alfa) subunidad de la
funcién de leucocitos antigeno - 1 (LFA - 1), que se expresa en todos los leucocitos, y disminuye la expresion de la
superficie celular de CD11a. Efalizumab inhibe la unién de LFA - 1 a la molécula de adhesion intercelular - 1 (ICAM -
1), inhibiendo de este modo la adhesion de los leucocitos a otros tipos de células. La interaccién entre LFA - 1 e
ICAM - 1 contribuye a la iniciacién y al mantenimiento de mdultiples procesos, incluyendo la activacién de los linfocitos
T, la adhesion de los linfocitos T a las células endoteliales, y la migracién de los linfocitos T a los sitios de
inflamacién, incluyendo la piel psoridsica. La activacion de linfocitos y el trafico a la piel desempefian un papel en la
fisiopatologia de la psoriasis cronica en placas. En la piel psoriasica, la expresion en la superficie celular de ICAM —
1 esta regulada positivamente en el endotelio y queratinocitos. CD11a también se expresa en la superficie de los
linfocitos B, monacitos, neutréfilos, células asesinas naturales, y otros leucocitos. Por lo tanto, existe la posibilidad de
gue efalizumab afecte a la activacion, adhesion, migracion, y al nimero de células que no son linfocitos T. La dosis
recomendada de RAPTIVA ® es una dosis Unica de 0,7 mg / kg SC acondicionada seguida de dosis subcutaneas
semanales de 1 mg / kg SC (la dosis Unica maxima no puede exceder un total de 200 mg).

[0078] En otra forma de realizacion, una linea celular de la invencién se transfecta de forma estable o modificada
de otra manera para expresar un polipéptido derivado que no es inmunoglobulina, pero que se incluye dentro de la
definicion de una proteina que contiene Fc.

[0079] Los é&cidos nucleicos que codifican los anticuerpos y proteinas se pueden derivar de varias maneras bien
conocidas en la técnica. En un aspecto, los anticuerpos se obtienen convenientemente a partir de hibridomas
preparados por inmunizacién de un ratdn con los péptidos de la invencién. Los anticuerpos, por tanto, pueden
obtenerse usando cualquiera de las técnicas de hibridoma bien conocidas en la técnica, véase, por ejemplo,
Ausubel, et al., Ed., Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, Inc., Nueva York, NY (1987 - 2001);
Sambrook, et al, Molecular Cloning:. A Laboratory Manual, segunda edicion, Cold Spring Harbor, Nueva York (1989);
Harlow y Lane, Antibodies, a Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, Nueva York (1989); Colligan, et al, eds,
Current Protocols in Immunology, John Wiley & Sons, Inc., Nueva York (1994-2001); Colligan et al., Current
Protocols in Protein Science, John Wiley & Sons, Nueva York, NY, (1997 - 2001).

[0080] En otro método conveniente para obtener la parte de unién a la diana del anticuerpo, normalmente los
dominios variable pesado y / o variable ligero de un anticuerpo, estas partes se seleccionan de una biblioteca de
tales dominios de unién creada en, por ejemplo, una biblioteca de fagos. Una biblioteca de fagos puede ser creada
mediante la insercién de una biblioteca de oligonucleétidos aleatorios o de una biblioteca de polinucleétidos que
contienen secuencias de interés, como a partir de las células B de un animal inmunizado o humano (Smith, G. P.
1985 Science 228: 1315 - 1317). Las bibliotecas de anticuerpos de fagos contienen pares de regiones variables de
cadena pesada (H) y ligera (L) en un fago que permite la expresion de fragmentos Fv de cadena sencilla o
fragmentos Fab (Hoogenboom, et al. 2000, Immunol. Hoy en dia 21 (8) 371-8). La diversidad de una biblioteca de
fagémidos puede ser manipulada para aumentar y / o alterar las inmunoespecificidades de los anticuerpos
monoclonales de la biblioteca para producir y posteriormente identificar anticuerpos humanos monoclonales,
adicionales y deseables. Por ejemplo, la molécula de inmunoglobulina de la cadena pesada (H) y de cadena ligera
(L) que codifican los genes pueden ser mezcladas al azar (barajado) para crear nuevos pares de HL en una
molécula de inmunoglobulina ensamblada. Ademas, cualquiera o ambos de H y L de codificacién de los genes de la
cadena pueden mutagenizar en una regién determinante de la complementariedad (CDR) de la region variable del
polipéptido de inmunoglobulina, y posteriormente examinarse por la afinidad deseable y las capacidades de
neutralizacion. Las bibliotecas de anticuerpos también pueden ser creadas sintéticamente mediante la seleccion de
una 0 mas secuencias de armazon humanas y la introducciéon de colecciones de casetes de CDR derivadas de
repertorios de anticuerpos humanos o mediante variacion disefiada (Kretzschmar y von Ruden 2000, Current
Opinion in Biotechnology, 13:598-602). Las posiciones de la diversidad no se limitan a las CDR, sino que también
pueden incluir los segmentos de marco de las regiones variables o pueden incluir distintas regiones variables de
anticuerpos, tales como péptidos.

[0081] Otras bibliotecas de componentes de union diana que pueden incluir distintas regiones variables de
anticuerpos son la expresion en ribosoma, la expresion en levadura, y la expresion en bacterias. La expresion en
ribosoma es un método de traduccion de ARNm en sus proteinas similares mientras se mantiene la proteina unida al
ARN. La secuencia de codificacién de acido nucleico se recupera mediante RT - PCR (Mattheakis, LC et al. 1994.
Proc. Natl. Acad. Sci.. EE.UU. 91, 9022). La expresién en levadura se basa en la construccién de proteinas de fusion
del receptor de adhesion a levadura mediante alfa aglutinina asociado a membranas, agal y aga2, una parte del
sistema de tipo apareamiento (Broder et al. 1997. Nature Biotechnology, 15:553-7). La expresion en bacterias se
basa en la fusion de la diana a proteinas bacterianas exportadas que se asocian con la membrana celular o pared
celular (Chen y Georgiou 2002. Biotechnol Bioeng, 79:496-503).
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[0082] En comparacion con la tecnologia de hibridoma, el fago y otros métodos de presentacién de anticuerpos
permiten la posibilidad de manipular la seleccién contra el antigeno diana in vitro y sin la limitacién de la posibilidad
de efectos del huésped en el antigeno o viceversa.

Células huésped

[0083] Las células huésped descritas en la presente comprenden células huésped capaces de producir
anticuerpos especificos con un contenido de acido sialico definido en el contenido oligosacaridico de dichos
anticuerpos.

[0084] A diferencia de la mayoria de los genes que se transcriben a partir de las secuencias de ADN genémico, los
genes de anticuerpos se unen a partir de segmentos génicos que pueden estar separados ampliamente en la linea
germinal. En particular, se forman genes de cadena pesada por recombinacion de tres segmentos gendémicos que
codifican las regiones variable (V), diversidad (D) y la unién (U) / constante (C) del anticuerpo. Los genes de cadena
ligera funcional se forman uniendo dos segmentos génicos; uno codifica la regién V y el otro codifica la region U / C.
Se estimd que tanto los loci de la cadena pesada como los loci de la cadena ligera kappa contienen algunos
segmentos génicos V (las estimaciones varian entre 100 s y 1000 s) que abarcan méas de 1000 kb. Los locus lambda
son, por el contrario, mucho mas pequefios y se ha demostrado que abarcan aproximadamente 300 kb en el
cromosoma 16 del raton. Se compone de dos segmentos génicos variables y cuatro segmentos génicos de la region
de unién / constante (U / C). La formacién de un gen funcional requiere la recombinacion entre un elemento V y un
elemento U/ C.

[0085] En la célula B en la que se produce de forma natural el anticuerpo, el control de la transcripcion de los dos
genes de cadena ligera kappa y pesada reordenados depende tanto de la actividad del promotor tisular especifico
aguas arriba de la regién V como del potenciador tisular especifico ubicado en el intron de U — C. Estos elementos
acttan en sinergia. Ademas, se ha identificado un segundo potenciador especifico de células B en los locus de la
cadena ligera kappa. Este potenciador adicional est4 ubicado en 9 kb aguas abajo de Cyappa. PoOr lo tanto, el método
de hibridoma para inmortalizar los genes de expresion del anticuerpo se basa en las secuencias promotoras y
potenciadoras enddgenas del linaje de células B parentales. Alternativamente, los acidos nucleicos pueden
expresarse en una célula huésped mediante la activacién (por manipulacion) en una célula huésped que contiene
ADN endégeno que codifica un anticuerpo. Dichos métodos son ya conocidos en la disciplina, por ejemplo, como se
describe en las patentes U. S N° 5.580.734, 5.641.670, 5.733.746, y 5.733.761.

[0086] La clonacién de ADN gendmico del anticuerpo en un vector artificial es otro método de creacion de células
huésped capaces de expresar anticuerpos. Sin embargo, la expresion de anticuerpos monoclonales detras de un
promotor fuerte aumenta las posibilidades de identificacion de lineas celulares de alta produccion y de obtencion de
rendimientos mas altos de anticuerpos monoclonales. Los anticuerpos pueden producirse en un transfectoma de
célula huésped utilizando, por ejemplo, una combinacién de técnicas de ADN recombinante y métodos de
transfeccidn génica tal y como ya se conoce en la técnica (por ejemplo, Morrison, S. (1985) Science 229: 1202).

[0087] Son ya conocidos los sistemas para la clonacion y expresion de un polipéptido en una variedad de
diferentes células huésped. Las células huésped adecuadas incluyen bacterias, células de mamifero, células
vegetales, levaduras, sistemas de baculovirus, plantas y animales transgénicos. Las lineas celulares de mamiferos
disponibles en la disciplina para la expresion de un polipéptido heterélogo incluyen proteinas glicosiladas intactas de
células de ovario de hamster chino (CHO), células Hela, células de rifion de una cria de hamster (BKH), células de
melanoma de raton NSO y lineas celulares derivadas, por ejemplo, células de mieloma de rata SP2 / 0, YB2 /0
(CACT CRL - 1662), células embrionarias humanas de rifién (HEK), células embrionarias humanas de retina, células
PerC.6, células hep G2, BSC — 1 (por ejemplo, CACT CRL — 26) y muchas otras disponibles en, por ejemplo, la
Coleccion Americana de Cultivos Tipo, Manassas, Va (www.atcc.org). Un huésped bacteriano comun preferido es E.
coli.

[0088] Las células de mamifero tales como las células CHO, células de mieloma, células HEK293, células BHK
(BHK21, CACT CRL — 10), células Ltk de raton, y células NIH3T3 se han utilizado con frecuencia para la expresién
estable de los genes heterdlogos. Lineas celulares tales como Cos (COS — 1, CACT CRL - 1650; COS — 7, CACT
CRL - 1651) y HEK293 se utilizan de forma rutinaria para la expresion transitoria de las proteinas recombinantes.

[0089] Las células huésped de mamifero preferidas para la expresion de los anticuerpos recombinantes incluyen
células de mieloma tales como Sp2 /0, YB2 /0 (CACT CRL - 1662), NSO, y P3X63.Ag8.653 (por ejemplo, SP2/0 —
Agl4) debido a su elevada tasa de expresion. En particular, para su utilizacion con células de mieloma NSO, otro
sistema de expresion preferido es el sistema de expresion génica GS divulgado en los documentos WO 87/04462,
WO 89/01036 y EP 338.841. Cuando los vectores de expresién recombinante que codifican los genes del anticuerpo
se introducen en las células huésped de mamiferos, los anticuerpos se producen cultivando las células huésped
durante un periodo de tiempo suficiente para permitir la expresion del anticuerpo en las células huésped o, méas
preferiblemente, la secrecion del anticuerpo en el medio de cultivo en el que se cultivan las células huésped. Los
anticuerpos pueden recuperarse del medio de cultivo utilizando métodos estandar de purificacion de proteinas.
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[0090] Las células CHO — K1y DHFR — CHO, DG44 y DUK — B11 (G. Urlaub, L.A. Chasin, 1980. Proc. Natl. Acad.
Sci. U.S.A. 77, 4216 - 4220) se utilizan para la produccién de proteinas de alto nivel debido a que la amplificacion de
los genes de interés se permite por la incorporacion de un marcador amplificable, seleccionable, DHFR utilizando por
ejemplo el farmaco metotrexato (MTX) (R.J. Kaufman, 1990. Methods Enzymol. 185: 537 - 566). Las células DHFR —
CHO pueden utilizarse con éxito para producir mAbs recombinantes a un nivel elevado. Las DHFR — CHO pueden
producir anticuerpos anti - MCP — 1 en una proporcion de 80 — 110 mg de 10° células™ dia™ o mas de 200 mg 10° de
células dia™. Una variedad de promotores se ha utilizado para obtener la expresion de las cadenas L y P en estas
células CHO, por ejemplo, el promotor de la b — actina, el promotor humano CMV - MIE, el promotor tardio principal
del Adenovirus (MLP), el promotor RSV, y el LTR del virus de la leucemia murina. Se describen un ndimero de
vectores para la expresion de anticuerpos en la literatura en la que dos cadenas de Ig son transportadas por dos
plasmidos diferentes con un marcador seleccionable / amplificable independiente. Los vectores que contienen una
cadena del anticuerpo, por ejemplo, la cadena P, ligada al marcador DHFR, y un casete de expresién de la cadena L
con el marcador Neo' o viceversa se pueden utilizar para obtener hasta 180 mg de un mAb humanizado L dia™ en
matraces de agitacion. Los métodos utilizados para la seleccion inicial y la amplificacién posterior pueden variar y
son bien conocidos por los expertos en la materia. En general, puede obtenerse una expresion de mAb de alto nivel
utilizando los siguientes pasos: seleccion inicial y amplificacién posterior de los clones candidatos, co - seleccion (por
ejemplo, en casos donde los vectores de expresion de la cadena P como los de la cadena L transportan la unidad de
expresion de DHFR) y amplificacion, co - amplificacion utilizando marcadores amplificables diferentes, y seleccion
inicial y amplificacion en cultivo masivo, seguido de la clonacion por dilucion para identificar los clones de alta
expresion individuales. Debido a que los sitios de integracion pueden influir en la eficiencia de la expresion de la
cadena P y de la cadena L y la expresion de mAbs en general, se han creado vectores Unicos en los que se colocan
dos unidades de expresion de la cadena Ig en tAndem. Estos vectores ademdas pueden transportar un marcador
seleccionable dominante como Neo'y el casete de expresion de DHFR. Para la revision véase Ganguly, S. y A.
Shatzman. Expression Systems, mammalian cells IN: Encyclopedia of Bioprocess Technology: Fermentation,
Biocatalysis, and Bioseparation. 1999 de John Wiley & Sons, Inc.

[0091] Cockett et al. (1990. Bio / Technology 8, 662 - 667) desarrollaron el sistema GS para la expresion de alto
nivel de los genes heterdlogos en células CHO. La transfeccion de un vector de expresion que contiene un ADNc
(bajo el control transcripcional del promotor hCMV) y un mini gen GS (bajo el control de un promotor tardio SV40) en
células CHO — K1 (seguido por la seleccion con 20 mM en 500 mM de MSX) puede utilizarse para proporcionar
clones que expresan los anticuerpos en rendimientos comparables a los de los sistemas DHFR — CHO. El sistema
GS se analiza en su totalidad o en parte en relacion con las Patentes Europeas N° 0 216 846, 0 256 055, y 0 323
997, y en la Solicitud de Patente Europea N° 89303964.4.

[0092] Mientras se describa la invencién en términos generales, las realizaciones de la invencion se revelaran
ademas en los siguientes ejemplos.

EJEMPLO 1: MODIFICACION ENZIMATICA DE GALACTOSILACION Y SIALILACION DE ANTICUERPOS

[0093] Se afiadieron muestras de anticuerpo purificado de galactosilado a través del método enzimatico bovino 8 —
1 — 4 galactosiltransferasa (81, 4GT) y UDP — Gal obtenidos de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO) a las muestras
de anticuerpo. Se obtuvieron de a — 2,3 — sialiltransferasa (a2, 3ST) de higado de rata recombinante, a — 1,3 —
galactosiltransferasa recombinante (al, 3GT) y CMP — Sia de Calbiochem (San Diego, CA). Se obtuvo PNGase F de
New England Biolabs (Beverly, MA), de Prozyme (San Leandro, CA) o de Selectin BioSciences (Pleasant Hill, CA).
Se obtuvieron B — Galactosidasa y B — glucosaminidasa de Diplococcus pneumoniae ya sea de ProZyme o de
Selectin BioSciences. La B — Galactosidasa del rifion bovino y todas las otras enzimas procedian bien de ProZyme
bien Selectin BioSciences. NAP — 5 y las columnas de proteina A HiTrap eran de Pharmacia Biotech (Piscataway,
NJ). Los otros reactivos eran de grado analitico.

[0094] Una forma enzimaticamente desglicosilada (denominada Gno) de Abl se prepard para servir como un
anticuerpo de control que carece de funcion efectora inmune Fc. Esta variante se prepar6é tomando Abl (~ 10 mg en
1,0 mL de tampoén) en 100 mM de tampén MES (pH 7,0) y se traté con 1000 U de PNGase F a 37 °C durante 24
horas. Se afiadié otra alicuota de la enzima y se continud con la incubacién durante 24 horas adicionales. El Abl
desglicosilado se purificé utilizando una columna de proteina A HiTrap y se formulé en TFS, pH 7,0. La glicoforma
Gno se caracterizé por MALDI — TOF — MS para confirmar la desglicosilacion.

[0095] Ademas de las preparaciones de Ab manipuladas en el laboratorio, también se compararon los subgrupos
de Ab que difieren de forma natural en el contenido de acido sialico, referido en la presente como “variantes
naturales”. El anticuerpo no modificado se expresé en TFS de Ab1 después del material del grupo original que se
intercambid a tampdn en TFS. Los Abs monoclonales IgG1 humano, Abl y Ab3, en el que los miembros de un par
difieren en los fines de la sialilacién de Fc, al parecer debido a los diferentes procesos de produccion utilizados para
prepararlos (aunque producidos por el mismo tipo de célula huésped). Las variantes de Abl, Abl — 20 y Abl — 29,
contenian un 20 % y un 29 % de glicanos sialilados, respectivamente, y las variantes Ab5, Ab5 — 20 y Ab5 — 26
contenian respectivamente un 0 % y un 26 % de glicanos sialilados. De lo contrario, los miembros de cada par
tenian las mismas secuencias aminoacidas, los mismos niveles de fucosilacion Fc y el contenido GIcNAc de la
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bisectriz (analisis de espectrometria de masas MALDI — TOF), y el mismo nivel bajo de agregados de Ab (< 1 % por

analisis de SEC — HPLC).

[0096]

diversos bioensayos y la manera en la que se derivan.

Se resumen en la Tabla 1 las preparaciones de Ab y de proteinas que contienen Fc utilizadas en los

Tabla 1. Lista de resumen de la prueba de las preparaciones de las proteinas que contienen Fc utilizadas en

la presente

Anticuerpo parental

Variante especifica

% de sialilacién

Descripciéon

Abl - - Anticuerpo de IgGl humana
anti - FNT
Ab1l no modificado, Ab1l - 29 29 En la formulacion original,
variante de &cido sialico
natural
Abl Gno N.A Desglicosilado
enzimaticamente
TFS de Ab 29 No modificado, tampon
intercambiado en TFS
Ab1-20 20 Variante de acido sidlico
natural
Ab1MAAB 43 Unido a la columna de lectina
MAA
Ab1WGAB 32 Unido a la columna de lectina
WGA
Ab1IWGAR 40 Retrasado por la columna de
lectina WGA
Ab1WGAT 29 Pas6 a través de la columna
de lectina WGA
Abl-WGAR-41 41 Retrasado por la columna de
lectina WGA
Abl-WGAT-29 29 Pas6 a través de la columna
de lectina WGA
Abl G2 0 Modificado enziméaticamente
en galactosilacién completa
Abl G2S2(al) 95 Modificado enziméaticamente
en G2S2
Abl G2S2(ba) 33 G2S2 perdi6 la mayor parte
del &cido sidlico
Ab 2 - - Anticuerpo de IgGl humana
anti - FNT
Ab2 no modificado 5% No modificado; utilizado en la
unién FcyRI, Figura 6
Ab2 G2 0% Modificado; utilizado en el
estudio de la PK de ratén,
Figura 8
Ab2 G2S2 ~90 % Modificado; utilizado en el
estudio de la PK de ratén,
Figura 8
Ab2 AlaAla No es relevante Mutante anti - TNF que carece
de afinidad para FcyR
Ab2 GT-WGAT 5 Pas6 a través de la columna
de lectina WGA
Ab2 GT-WGAR 67 Galactosilado y unido a la
columna de lectina WGA
Ab3 - - Especifico para la subunidad
de citoquina
Ab3(ba) 2 Variante de &cido sialico
natural
Ab3(al) 42 Variante de 4&cido sialico
natural
Ab4 Ab4 - IgG1l de rat6on (carece de
afinidad para FcyRI humano)
Ab5 Ab5 Se une al receptor de
superficie celular
heterodimérico
Ab5-0 0 Variante natural de
glicosilacion
Ab5-26 26 Variante natural de
glicosilacion
FcP1 - Contiene Fc, sin proteina de

Ab
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[0097] Todas las muestras de ensayo contienen una bisagra de IgG1 humana, y dominios CH2 y CH3. Abl, Ab2,
Ab3 y Ab5 son Abs monoclonales de IgG con IgG1 humana y regiones constantes kappa. El Abl es un Ab humano
completo especifico para el FNT humano y el Ab2 es un Ab quimérico de raton / humano especifico para el FNT
humano. El Ab3 es un Ab humano completo especifico para una de las subunidades de un citoquina proinflamatoria
heterodimérica. Los cuatro Abs se expresaron en células de mieloma de raton Sp2 / 0 transfectadas. El Ab5 es un
anticuerpo completo humano dirigido a una subunidad de un receptor de superficie celular heterodimérico. FcP1 es
una proteina de fusién dimérica que comprende la bisagra de IgG1 humana y los dominios CH2 y CH3.

[0098] Las glicoformas G2 se prepararon sometiendo muestras de IgG en 100 mM de tampon MES (pH 7,0) (~ 10
mg en 1,0 mL de tampdn) en 50 milunidades de B1, 4GT, 5 umol de UDP — Gal, y 5 umol de MnCl; a 37 °C durante
24 horas. Se afiadio otra alicuota de la enzima y de UDP — Gal, y la mezcla se incub6 durante 24 horas adicionales a
37 °C. Las muestras de IgG regalactosiladas se purificaron utilizando una columna de proteina A HiTrap. Los
oligosacaridos se liberaron por PNGase F y se caracterizaron por MALDI — TOF — MS y por HPLC tal y como se
describe a continuacion.

[0099] La glicoforma G2S2 se realiz6 produciendo muestras de IgG en 100 mM de tampén MES (pH 7,0) (~ 10 mg
en 1,0 mL de tampdn) utilizando columnas de NAP — 5 segun el protocolo sugerido por el fabricante. A esta solucion
se afiadieron 50 miliunidades de 31, 4GT y a2, 3ST; 5 umol de UDP — Gal, CMP — Sia (isémero NANA), y MnCl.. La
mezcla se incubd a 37 °C. Después de 24 horas, se afiadié otra alicuota de enzimas junto a los azlicares de
nucleétidos y la mezcla se incub6 durante 24 horas adicionales a 37 °C. La glicoforma G2S2 de las muestras de 1gG
se purific6 como se ha descrito anteriormente. Para un grupo de Abl G2S2 particular, Abl (G2S2 (ba), el &cido
sidlico que se unid inicialmente, se perdié posteriormente durante el almacenamiento, posiblemente debido a una
contaminacion de la sialidasa. Los andlisis mostraron que solo el 30 % de los oligosacéaridos Fc en Abl G2S2(ba)
contenian acido sidlico, mientras que ~ 95 % de los oligosacéaridos en Abl G2S2(al) contenian acido silico.

[0100] Las estructuras de glicanos de las preparaciones de Ab se analizaron mediante diversos métodos. Para
realizar un analisis MALDI — TOF — MS de Abs de IgG intactas, se produjeron muestras de IgG en 10 mM de tampon
Tris — HCI, pH 7,0 y se ajusté la concentracion a ~ 1 mg / mL de tampdn. Se mezcld 2 ul de solucién de IgG con 2 pl
de solucidon de matriz (la solucién de matriz se preparé disolviendo 10 mg de acido sinapinico en 1,0 ml de
acetonitrilo al 50 % en agua que contienen 0,1 % de acido trifluoroacético) y 2 ml de esta solucion se cargaron en la
diana y se dejaron secar al aire. Se adquiri6 MALDI — TOF — MS utilizando un instrumento Voyager DE de Applied
BioSystems (Foster City, CA).

[0101] Para realizar un andlisis MALDI — TOF — MS de liberacion de glicanos Fc, las muestras de 1gG (~ 50 pg),
antes y después de las reacciones de glicosilacién in vitro, se digirieron con PNGase F en 10 mM de tampén Tris —
HCI (50 pg) pH 7,0 durante 4 horas a 37 °C. La digestion se detuvo acidificando la mezcla de reaccién con acido
acético al 50 % (~ 5pl) y después se paso a través de la columna de resina de intercambio catiénico tal y como se
describié previamente (Papac et al., 1996; Papac et al., 1998; Raju et al., 2000). Estas muestras que contenian una
mezcla de oligosacaridos acidicos y naturales se analizaron por MALDI — TOF — MS en el modo iénico positivo y
negativo, tal y como se describe en otra parte de (Papac et al., 1996; Papac et al., 1998; Raju et al., 2000) utilizando
un instrumento Voyager DE de Applied BioSystems (Foster City, CA).

[0102] Los analisis por HPLC de los glicanos Fc se realizaron digiriendo muestras de 1gG (~ 50 pg) en 10 mM de
tampon Tris — HCI (~ 50 pl) pH 7,0 con PNGase F a 37 °C durante 4 — 8 horas. La derivatizaciéon de oligosacaridos
liberados con &cido antranilico (2 — acido aminobenzoico) se llevé a cabo tal como se describe en (véase Anumula
KR, Anal Biochem. 2000 Jul 15;283 (1):17 - 26). Brevemente, se prepard en primer lugar una solucion del 4 % de
acetato de sodio 3H,O (p/ Vv) y 2 % de acido boérico (p / v) en metanol. La derivatizacién del reactivo se preparé
recientemente disolviendo ~ 30 mg de &cido antranilico (Aldrich) y ~ 20 mg de cianoborohidruro de sodio (Aldrich) en
1,0 ml de solucion de metanol — sodio acetato - borato. Los oligosacaridos derivados de IgG ( < 3 nmol en 20 — 50l
de agua) se mezclaron con 0,1 ml de solucién del reactivo de acido antranilico (AA) en 1,6 ml en los viales de
congelaciéon de tapén de rosca de polipropileno con anillos “O” (Sigma) y se tapan herméticamente. Los viales se
calentaron a 80 °C en un blogue térmico o en un bloque de hornos (Reacti — Therm, Pierce) durante 1 — 2 horas.
Después de enfriar los viales a temperatura ambiente, las muestras se diluyeron con agua para producir ~ 0,5 ml.
Los oligosacaridos derivatizados se purificaron utilizando columnas de NAP — 5.

EJEMPLO 2: UNION A LOS RECEPTORES FC CELULARES DE BAJA AFINIDAD

[0103] De los varios tipos de receptores Fc en las células efectoras, Fcyamma tipos 11 y 1l se consideran receptores
de afinidad baja o intermedia. En general, la union monomérica puede tener una afinidad demasiado baja para ser
detectada o tener niveles muy bajos. Por ejemplo, la union de IgG monomérica al FCgamma tipo IIA es mas dificil de
medir. Estos receptores funcionan para unir compuestos inmunes, que debido a su naturaleza multivalente se unen
con mas avidez, presumiblemente debido a la constante lenta del compuesto.

[0104] Las células K562 humanas, que expresan FcyRIIA como el Unico receptor Fcy, se utilizaron en dos tipos de

ensayos de unién para probar si las variaciones en el contenido de acido sidlico en el glicano Fc afectan a la unién a
este receptor Fcy humano de baja afinidad. Para obtener una avidez suficiente de unién a FcyRIIA, que tiene una
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baja afinidad para la IgG monomérica, los compuestos inmunes se prepararon mezclando Abs de prueba anti - FNT
con FNT homotrimérico en una proporcion molar 2:1, una proporcién que se muestra para dar lugar solo a las
cantidades residuales sin Ab o sin FNT. La dependencia de los compuestos inmunes se ilustré cuando el Ab2
radiomarcado solo se unid a las células K562 no detectables en las concentraciones de hasta 1 ug / ml pero los
compuestos Ab2: FNT mostraron una union significativa a 0,0 2 ug / ml (los datos no se muestran).

Formato de unién de competicidon. Se prepararon dos conjuntos de compuestos inmunes de IgG, un compuesto
marcado que contenia el anticuerpo de IgG1 humana con especificidad irrelevante que se complejé a una regiéon anti
- V especifica del Ab y Ab5 no humano. Para crear el compuesto marcado, se yodd un Ab monoclonal quimérico con
regiones V de hamster con IgG1 humana y regiones constantes kappa de cadena ligera utilizando un reactivo IODO
- GEN tal y como se ha descrito previamente (Knight et al., 1993). Un Ab monoclonal de IgG2a de rata especifico
para el idiotipo de la regién V del hibrido hamster — humano se mezclé en una proporcion molar 1:1 en TFS durante
30 minutos para permitir la formacion de compuestos inmunes radiomarcados. La anti — Id de rata mostré6 que no
contribuye a la union de FcyRIIA directamente como cuando los compuestos se realizan con hibrido de hamster —
humano desglicosilada, ocurri6 una minima; mientras que los compuestos con Ab quimérico no modificado
mostraron altos niveles de unién (los datos no se muestran). Ademas, no hubo reactividad cruzada detectable entre
los agentes utilizados para hacer los compuestos inmunes separados que podrian indicar que un compuesto inmune
podria unirse a otro compuesto inmune (los datos no se muestran).

[0105] Para los compuestos de prueba, las variantes de &cido sidlico de Abl se mezclaron con homotrimero de
FNT humano en una proporcion molar 2:1 (se muestra mediante el andlisis de dispersion de luz que dio lugar a un
Ab no unido muy pequefio mas FNT no unido) en TFS a temperatura ambiente durante 30 minutos. En un conjunto
de experimentos, los compuestos de las variantes naturales de Ab1 con el 20 y 29 % de &cido sialico se compararon
entre si. En un segundo conjunto de experimentos, el compuesto Abl — 29: FNT se compar6 con el compuesto Abl
—43: FNT de la preparacion mejorada de la columna de lectina. En los dos casos, el compuesto de control era Abl —
Gno: FNT cuando se elimina enzimaticamente el anticuerpo de glicano.

[0106] Las células K562 humanas se sembraron 3 x 10° células / pocillo en placas de 96 pocillos en IMDM, 5 % de
SFB. Se afiadié una cantidad fija del compuesto del anticuerpo radiomarcado para las diversas cantidades del
complejo del anticuerpo de prueba y la mezcla combinada se afiadié a las células K562 de manera que cada pocillo
contenfa una concentracion final de 0,1 pg / ml de compuesto del anticuerpo yodado. Las placas se incubaron
durante 16 — 18 horas a 4 °C, tras lo cual, el Ab no unido se eliminé lavandolo 3 veces con IMDM, 5 % de SFB, y el
namero de recuentos unidos a las células se determind utilizando un contador gamma.

[0107] Resultados. Las cantidades aumentadas de los compuestos inmunes de los competidores no marcados
inhibieron cada vez mas la union por el compuesto inmune radiomarcado. Las variantes de acido sialico, Abl no
modificado (sialilado al 29 %) y Abl MAAB (sialilado al 43 %) mostraron que el compuesto con el Ab mas altamente
sialilado se requiri6 en concentraciones 5 — 10 veces mayores que las del compuesto con el Abl menos sialilado
para producir el mismo alcance de unién a FcyRIl (Figura 4 A). Para las variantes naturales de Abl que difieren un 9
% del contenido de acido sialico (20 contra 29), la diferencia tuvo una avidez 4 veces mayor para la preparacion
menos sialilada (no se muestra). Por lo tanto, la presencia de la forma isomérica NGNA del &cido siélico, como
resultado de la expresion recombinante en una célula huésped de mieloma murina, en esta IgG1 humana se redujo
la avidez de los compuestos inmunes para FcyRIl humano.

[0108] Unién de los compuestos inmunes a las células K562. Las muestras de ensayo de Abl se mezclaron con
FNT humano marcado en 1" en una proporcién molar 2:1 fijada, y a continuacion las diversas cantidades del
compuesto inmune resultante se afiadieron a 3 x 10° de células K652 en una placa de cultivo de 96 pocillos. Una
comparacion de los compuestos de Abl G2: FNT (Ab no sialilado) contra los compuestos Abl G2S2 (al): FNT (Ab
sialilado por completo) mostré que el Ab sialilado por completo se unié con mucha menos avidez, con la variante
altamente sialilada que era necesaria en concentraciones 10 veces mas altas que la variante asialilada para alcanzar
el mismo grado de unién (Figura 4 B). Estos resultados indican que la presencia del isémero NANA de acido sialico,
introducido por modificaciones enzimaticas in vitro, redujo la avidez del anticuerpo para FcyRIl humano que podria
atribuirse a la reduccién en la afinidad de unién de la diana (FNT), provocando de este modo que los compuestos
Ab: FNT sean menos estables mediante la reduccion de la afinidad de la regidon constante para el receptor Fc o
ambos.

Unién de Ab a FcyRllla celular. Para analizar la uniéon de Ab a FcyRllla en células asesinas naturales (NK), las
CMSPs humanas se aislaron tal y como se describié anteriormente, y las células NK se aislaron de las CMSPs por
clasificacion celular magnética utilizando el kit de Aislamiento de Células NK (Miltenyi Biotec). Las células NK se
cultivaron durante la noche en placas de 96 pocillos en 1 x 10° células por pocillo en medio DMEM con 10 % de SFB
a 37 °C con 5 % de CO,. El mAb 3G8%* anti FcyRllla (BD Biosciences Pharmingen) se marcé con 1'?° utilizando
tubos de lodogen (Pierce) para una actividad especifica de 11 uCi / pg. El mAb 3G8 yodado se premezcld con
diversas cantidades del Ab competidor no marcado en DMEM, 10 % de SFB y la mezcla de Ab se afadi6 a las
células NK para una concentracion final de 0,3 pg / ml de 3G8 yodado. Las células se incubaron a 4 °C durante 16
horas y luego la IgG no unida se elimin6 lavandola 4 veces con TFS. El nimero de CPMs unidas a las células se
determind utilizando un contador gamma.
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[0109] Las células U — 937 (sin pretratar para mejorar la expresion FcyR) que habian sido cultivadas en medio
RPMI 1640 suplementado con 2 nM de L — glutamina, 1 nM de piruvato de sodio y 10 % de SFB (medio de U — 937)
se sembraron en placas de 96 Pocillos que tienen 3 x 10° células por pocillo en 50 pl de medio de U — 937. El Ab2
(IgG1 humana) se marcé con | 2 para una actividad especifica de 17 uCi / pug. El Ab de Ab2 yodado se premezcld
con diversas cantidades de muestras de Ab2 competidor no marcado en medio U — 937. Se afiadieron después 50 pl
de mezcla de Ab a 50 pl de células U — 937 para tener una concentracion final de 0,2 pg / ml de Ab3 yodado en
todos los pocillos. Las células se incubaron a 4 °C durante 16 horas y el Ab no modificado se eliminé lavandolo tres
veces con medio U — 937. El nimero de CPMs unidas a las células se determiné utilizando un contador gamma.

[0110] Para probar si las variantes de Ab mostraron una afinidad diferencial para FcyRllla, las células NK aisladas
recientemente se aislaron de los donantes humanos sanos y se utilizaron en experimentos de uniéon de competicion
involucran mAb 3G8 radiomarcado, un Ab anti - FcyRIlla compite por la unién con Fc, y Abs no marcados como
competidores. Los Abs libres no complejados se utilizaron en lugar de los compuestos inmunes (normalmente
muestran una unién mucho mayor a FcyRllla) de manera que los resultados no se confundirian por las diferencias
en la estabilidad de los propios compuestos inmunes solubles, que pueden ser influenciados por el contenido de
acido sialico de Fc (no se publican nuestros datos). Los resultados mostraron que la variante natural mas sialilada de
Abl, Abl — 29, tuvo una afinidad reducida para FcyRllla en las células NK, requiriéndose concentraciones 4 veces
mayores a las de Abl — 20 para alcanzar el mismo grado de union (Figura 5 A). Hubo una diferencia similar con las
variantes naturales de Ab5, donde Ab5 — 26 requeria concentraciones 5 veces mayores a las de Ab5 — 0 para
competir contra mAb 3G8 para el mismo alcance (Figura 5 B). Se obtuvieron resultados similares en cada
experimento cuando se utilizaron las células NK de al menos otros dos donantes de sangre (los datos no se
muestran; no se determiné el alotipo de FcyRIlla). Estos resultados mostraron que los niveles mas elevados de
sialilacion pueden reducir la afinidad de la IgG para FcyRllla y, por lo tanto, es casi seguro que se contribuy6 a la
reduccion observada en la actividad ADCC.

[0111] Cuando se realiz6 el mismo experimento con los pares de variantes derivados por el fraccionamiento de
lectina, no obstante, se observo que las variantes mas sialiladas se unieron a FcyRllla tan bien y, quizas ligeramente
mejor, que las variantes menos sialiladas (Figuras 5 C y 5 D). No se conocen los motivos de los diferentes
resultados con los dos pares de variantes naturales y los dos pares de variantes derivadas de lectina, aunque una
buena posibilidad es que existen diferencias en las ubicaciones de los residuos de &cido siélico presentes.

EJEMPLO 3: ENSAYOS ADCC IN VITRO

[0112] Las células diana para el Ab anti - FNT comprendié una linea celular de mieloma de ratén Sp2 / 0 que se
expresa de forma estable de FNT humano recombinante superficial que permanece en una forma de transmembrana
debido a la introduccion de una delecién de 1 — 12 amino4cidos de FNT maduro (Perez et al., 1990). Las células K2
se cultivaron en medio de Iscove que contiene SFB inactivado por calor, 2 mM de L — glutamina, 1 mM de piruvato
de sodio, 0,1 mM de aminoacidos no esenciales, y MHX. Los medios de cultivo y los suplementos se adquirieron en
Gibco (Invitrogen). Las células se subcultivaron a 1:5 cada 2 — 3 dias. En el dia del ensayo, las células K2 se
centrifugaron y se lavaron una vez con TFS. Las células se ajustaron a 1 x 10° células / ml con el medio de cultivo y
15 microlitros de reactivo de marcaje fluorescente (en el Kit de Reagente de Citotoxicidad Delfia EUTDA, Perkin —
Elmer Life Sciences) se afiadieron a 5 ml de células (Blomberg et al., 1996). Las células se incubaron durante 30
minutos a 37 °C, luego se lavaron dos veces con TFS a 1000 rpm, 5 minutos. Inmediatamente antes de la mezcla
con células efectoras de CMSPs, las células diana se centrifugaron y se volvieron a suspender en 2 x 10° células /
ml en medio de Iscove que contiene 1 % de SFT.

[0113] Las células efectoras de CMSPs se aislaron de los donantes sanos tras la recogida de sangre en tubos de
vacutainer heparinizados, y se diluyeron dos veces con TFS. Treinta ml de sangre diluida se depositaron en la parte
superior de 15 ml de Ficoll — Paque (Amersham, Uppsala, Suecia) en un tubo cénico de 50 ml y se centrifugaron a
1500 rpm, 30 minutos a temperatura ambiente (TA). La interfaz (capa leucocitaria) que contenia CMSPs se recogi6 y
se lavo dos veces con TFS y se centrifugd a 1200 rpm, 10 minutos a TA. Las células se volvieron a suspender en
medio de Iscove que contenia 5 % de SFB inactivado por calor, 2 mM de L — glutamina, 1 mM de piruvato de sodio y
0,1 de mM de aminoacidos no esenciales. Las CMSPs se activaron durante 4 horas a 37 °C, 5 % de CO, mediante
la incubacién de 100 mm de placas de cultivo tisular (Coming) que se habian cubierto con OKT3 (10 ug / ml en TFS,
Ortho Pharmaceutical) durante la noche a 4 °C y se enjuagé con TFS. Las CMSPs se recogieron, se lavaron una vez
con medio de Iscove que contenia 1 % de SFT, se contaron y se volvieron a suspender en 1 x 10’ células / ml.

[0114] Las muestras de prueba de Abl, incluyendo el Abl Gno de la variante de control negativo, se diluyeron en
serie en 1 % de medio de SFB de Iscove. Cincuenta microlitros de células diana (~ 10.000) y 100 microlitros de
anticuerpo se afadieron a una placa de 96 pocillos con fondo redondo (Corning). Cincuenta (50) microlitros de
células efectoras (- 500.000 células) se afiadieron a la mezcla, y la placa se centrifugé a 1000 rpm durante 5 minutos
a TA. La proporcion de E: T fue normalmente de 50:1, sin embargo, algunas veces se utilizé6 35:1. Para la
fluorescencia de fondo, los pocillos se incubaron con células efectoras, células diana y medios. Para una
fluorescencia maxima se afiadieron 10 microlitros de solucion de lisis (del Kit de Citotoxicidad Delfia EUTDA) a los
pocillos de fondo. Para el andlisis ADCC, las células se incubaron a 37 °C, 5 % de CO durante 2 horas. Se
transfirieron 20 microlitros de sobrenadante a una placa de 96 pocillos con fondo plano (Corning). Se afiadieron 200
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microlitros de solucién de Europio (del Kit de Citotoxicidad Delfia EUTDA) y la placa se coloc6 en un agitador de
placas durante 10 minutos a TA. La fluorescencia se midié en un fluorémetro a tiempo resuelto, EnVision Instrument
(Perkin-Elmer Life Sciences). El porcentaje de lisis especifica en cada muestra se calculd segun la siguiente formula:
% de liberacion especifica = ([liberacion experimental — liberacién espontanea] + [liberacion maxima — liberacion
espontanea)) X 100.

[0115] Las evaluaciones iniciales de los efectos del acido sialico se centraron en la actividad ADCC in vitro de dos
pares de variantes naturales. Abl — 29 y Abl — 20 se incubaron en diversas concentraciones con células diana que
expresan Agl marcado con Europio. Como muestra la Figura 6 A, hubo una clara diferencia en la actividad
citotdxica, en la que el Abl — 29, con niveles mas altos de sialilacion Fc, requirié concentraciones 7 veces mayores
que las del Abl — 20 a fin de desencadenar la lisis celular en igual medida. Los resultados mostraron que el
subgrupo de Abl se enriquecid en las glicoformas sialiladas, Abl MAAB, fue menos potente que el TFS de Abl no
modificado. Se necesitaron 3 veces mas del material de Abl MAAB 43 % para alcanzar la misma cantidad de lisis
como la muestra del 29 % en TFS de Abl. Los experimentos con células diana que expresan Ag5 mostraron el
mismo patrén para el par de variantes naturales de Ab2. Para lograr el mismo nivel de lisis celular como la variante
Ab2 — 0 con acido sialico no detectable, se requiri6 una concentracion 6 veces mayor de Ab2 — 26 (tal y como
muestra la Figura 6 B). Por lo tanto, el efecto de la variacion de la glicosilacion natural en esta medida de ADCC no
es Ab o diana especifica.

[0116] En un experimento representativo para comparar la actividad ADCC de los subgrupos del Abl que difieren
en su contenido de acido sialico después de un fraccionamiento basado en lectina, el Abl MAAB (sialilado al 43 %)
se comparo con el grupo de Abl no modificado del que se deriva (TFS de Abl). En un segundo experimento para
comparar los grupos de Abl que difieren en el contenido de &cido sidlico, se compararon entre si el Abl WGAT
(sialilado al 29 %), Abl WGAR (sialilado al 40 %), y Abl WGAB (sialilado al 32 %).

[0117] Los resultados del ensayo también demostraron una relacion inversa entre el contenido de acido sialico y la
potencia en el ensayo ADCC independientemente de la forma en la que se prepara el Ab (Figura 6 C). Es decir, el
Abl WGAT, que contiene la misma cantidad de &cido sialico que el Abl no modificado, mostré la misma actividad
que el Abl no modificado. Sin embargo, WGA prepar6 fracciones que pierden potencia con el incremento del
contenido de &cido sialico (Figura 6 C).

[0118] En un experimento, se compararon dos muestras con diferencias mas profundas en el contenido de &cido
sidlico, Abl G2 modificado enzimaticamente (sialilado al 0 %) y Abl G2S2 (al) (~ 95 % sialilado). Las CMSPs
frescas se aislaron por densidad de centrifugacién en Ficoll — Paque. Se preincubaron 5 x 10° CMSPs en un
volumen de 100 ml durante 10 minutos con diversas cantidades de Abl, Abl G2S2 (al) no tratados (galactosilado y
sialilado por completo), o Ab7, Ab de control negativo que coincide en el isétopo. Las células K2 que expresan FNT
humano recombinante de unién superficial se utilizaron como dianas mediante marcaje con 200 mCi de Cr®. Las
células marcadas se afiadieron a la mezcla CMSP/ Ab, se centrifugaron a 1000 rpm durante 1 minuto, y se
incubaron a 37 °C durante 4 horas. Se sabe que este periodo de incubacion (4 horas) revela principalmente la lisis
celular inducida por las células NK (en la poblacion de células de CMSPs), que expresan FcyRIIIA, en lugar de
macréfagos, que en general expresan FcyRI (CD64), FcyRIIA (CD32), y FcyRIIIA (CD16A). EI ndmero de
radioactividad en los sobrenadantes celulares se determind entonces utilizando Topcount. Los resultados mostrados
(Figura 6 D) son representativos de dos experimentos independientes realizados utilizando CMSPs de donantes
diferentes y muestran un cambio de potencia de méas de 10 veces de la lisis celular entre Ab sialilado por completo y
uno que esta casi desialilado.

[0119] Otros pares de preparaciones de Ab se compararon también en el ensayo ADCC. Las fracciones de lectina
WGA preparadas a partir de AB2 galactosilado se evaluaron en ensayos ADCC utilizando células diana que
expresan Ag2. Una vez mas, el material mas alto sialilado fue menos activo, aunque hubo una diferencia de 4 veces
en sus valores ECsy a pesar de su gran diferencia en el contenido de &cido sidlico (5 % contra 67 %). Por
comparacion, las fracciones de lectina WGA realizadas a partir de Ab1l mostraron que la variante sialilada al 41 %
requeria concentraciones 6 veces mayores que la variante sialilada al 29 % para alcanzar el mismo grado de lisis
celular.

[0120] Los resultados para estos tres Abs probados mostraron consistentemente que los noveles mas altos de
acido sialico de Fc se asociaron con la actividad ADCC reducida. Aunque no es cuantitativo, las diferencias entre el
cambio de magnitud en la actividad ADCC vy el contenido de &cido sidlico de las preparaciones de Ab, hubo una
relacién consistente en el panel de las cuatro variantes de Abl, donde los valores ECso eran normalmente 0,3 ng /
ml, 2ng/ ml, 2ng/ mly 10 ng / ml para Ab1-20, Ab1-29, Abl — WGA - 29, y Abl — WGA - 41, respectivamente. Los
resultados con las fracciones de lectina también confirmaron que las preparaciones de Ab sialiladas contienen
especies moleculares con diversos niveles de actividad ADCC. Cabe sefialar que, a excepcién de Ab3 — 0y Ab3 —
26, las variantes analizadas en la presente tienden a no mostrar diferencias en el nivel maximo de lisis lograda.

[0121] Dado que este método de medicién de actividad ADCC esta mediada principalmente por las células NK

positivas de FcyRIIIA, los datos implican que, mientras la presencia de acido sialico de los oligosacéaridos Fc mejora
la unién a FcyRI, su presencia disminuye significativamente la union a FcyRIIIA.

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2474940 T3

EJEMPLO 4: UNION AL RECEPTOR FC CELULAR DE ALTA AFINIDAD

[0122] La unién de los Abs de prueba que diferian en el contenido de acido sialico para el receptor Fc humano de
alta afinidad, FcyRI (CD64), se midi6 utilizando un formato de unién de competicién en una linea celular monocitica
humana, las células U — 937. Las células U — 937 se cultivaron en medio RPMI 1640 con 2 mM de L — glutamina,
1nM de piruvato de sodio, y 10 % de SFB en matraces en T, y se mantuvieron en una incubadora con 5 % de CO, a
37 °C. El Ab2, un Ab quimérico de IgG1 de raton / humano, se yodoé utilizando tubos de yodo precubiertos de IODO —
Gen para una actividad especifica de 17,2 mCi / mg. Las células U — 937 se volvieron a suspender en 6 X 10° células
/ ml con medio de cultivo fresco, y después se sembraron en placas de cultivo de 96 pocillos Milipore con filtros con
una densidad de 3 x 10° células por pocillo. Las células no se pretrataron para inducir una expresién FcyR mas alta.
El Ab2 yodado se premezclé con diversas cantidades del competidor de Mab no marcado (las muestras de la
prueba) utilizando medio de cultivo como diluyente, en un volumen de 50 pl. Las mezclas se afiadieron a 50 pl de
cultivo de células U — 937 para proporcionar una concentracion de Ab2 yodada final de 0,2 ng / ml. Las células se
incubaron a 4 °C durante 16 horas. La IgG no unida se elimind lavandola con medio y aspirandola tres veces
utilizando un sistema de vacio de placas. El nimero de recuentos unido a las células se determind utilizando un
contador gamma.

[0123] La Figura 7 A muestra que, en comparacion con el Abl G2 (sin acido sialico), el Abl G2S2 (al) (~ 95 %
sialilado) se unio6 al FcR de alta afinidad (CD64) en las células U — 937 con una afinidad 5 a 10 veces mas alta, es
decir, se necesit6 solo de una quinta parte a una décima parte de la concentracién Abl G2S2(al) para proporcionar
el mismo grado de inhibicion de union de Ab2 yodado. El Abl G2 no mostrd diferencias detectables de Abl no
tratado (los datos no se muestran), siendo este Ultimo una mezcla heterogénea de glicoformas diferentes, la mayoria
de las cuales contienen menos galactosa (es decir, glicoformas GO y G1) que la muestra de Abl G2.

[0124] Ia Figura 7 B muestra que dos grupos diferentes de Ab3 difieren en la cantidad de especies oligosacaridas
cargadas (especies que contienen acido sialico), siendo bien el 2 % del total de oligosacaridos o el 42 %, de manera
similar muestran que el grupo caracterizado por tener un contenido mas alto de &cido sialico tiene una afinidad mas
alta para FcyRI.

[0125] Tras observar la unién reducida a FcyRllla de la células NK por las preparaciones de anticuerpos con un
contenido de acido sidlico mas alto para los dos pares de variantes de glicosilacion natural de Ably Ab5 (Ejemplo 3,
Figuras 5 A y B), se consider6 la posibilidad de que el efecto se deba a la simple repulsién electrostatica entre el
acido sialico cargado negativamente y la superficie celular cargada negativamente. Sin embargo, el efecto inverso
del contenido de &cido sidlico en la afinidad de unién para el receptor FcyRI en las células U — 937 humanas no
siguié el mismo patron para Ab5 u otros Abs (los datos no se muestran).

[0126] Cabe sefalar que, mientras que las dos muestras de Abl difieran en la ausencia / presencia de la forma
NANA del &cido sialico, se cree que las dos muestras de Ab3 difieren en la cantidad de la forma NGNA del acido
sidlico (producido en las células huésped de ratén).

EJEMPLO 5: MEDICION DE LA SEMIVIDA DEL SUERO

[0127] En el presente ejemplo, una proteina de fusién que contiene Fc comprende un péptido N - terminal
fusionado en una secuencia de region variable de un anticuerpo y una bisagra de IgG1 humana, dominios CH2 y
CHS3 expresados en células de mieloma de raton tratados para formar una forma sialilada completa (G2S2). A las
ratas CD1 hembra normales (4 por grupo de tratamiento) se les administré por inyeccion intravenosa cualquiera de
las formas no modificadas de FcP1, que contenian oligosacaridos Fc sialilados al 5 %, o la version sialilada completa
(~ 98 % sialilada) se inyectaron por via intravenosa por separado a grupos de ratas CDlhembra. La sangre se
recogio por sangrado retro - orbital a la hora, 5 horas, 24 horas, 72 horas, 7 dias, 14 dias y 21 dias, y luego la
coleccién de sangre terminal se tomd mediante puncidn cardiaca de los animales anestesiados con CO; en el dia
28. El suero se preparé a partir de muestras de sangre y la concentracion de Fc humano en el suero se midié
utilizando un colorimetro ELISA. Brevemente, las placas EIA de 96 pocillos se cubrieron en primer lugar con
anticuerpos Fc policlonales de cabra antihumanos. Las diversas disoluciones de las muestras de suero se incubaron
en los pocillos durante 1 hora a temperatura ambiente. La proteina no unida se eliminé lavandola, y se unié al Fc
humano detectado utilizando anticuerpos de cabra anti - IgG humanas conjugadas con enzimas, seguido por los
sustratos de color apropiados.

[0128] Los resultados del estudio se muestran en la Figura 8. El area bajo la curva (AUC) calculada fue 95 + 1,6
dia - ng/ ml X 10° para el anticuerpo no modificado y 48 + 1,9 dias - g / ml X 10, Esto muestra gue un grado mas
alto de sialilacion en el oligosacarido Fc se asocié con una velocidad mas rapida en la depuraciéon de las ratas
normales.

[0129] En un segundo experimento, a los ratones normales se les inyectd una dosis Unica de 3 mg / kg de Ab2
enzimaticamente modificado para asialilarse por completo (G2) o sialilarse por completo (G2S2). El Fc humano en el
suero se control6 y se midioé utilizando el colorimétrico ELISA tal y como se ha descrito anteriormente. Los resultados
de este experimento se mostraron en la Figura 9. Tras una semana, el Ab2 G2S2 comenzé a depurarse mas rapido
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a partir del suero de los ratones y durante 20 dias el Ab2 G2S2 restante en el suero fue 1000 veces menor que la
concentracion del Ab2 — G2.

Depuracioén de las variantes de acido sialico de Abl del la circulacién sistémica en ratones. Se realiz6 otra medicion
directa del efecto del contenido de &cido sidlico cuantificando la velocidad de depuraciéon de las especies de
glicosilacion individuales del suero tras la inyeccion de una muestra que contiene una mezcla heterogénea de
especies glicanas unidas a un Abl.

[0130] La misma preparacion heterogéneamente glicosilada de Abl se inyectd por via intravenosa a 18 ratones
normales Balb / ¢ de entre 8 — 10 semanas una dosis de 20 mg / kg. Se recogio la sangre de 6 ratones en el dia 3, a
otros 6 ratones en el dia 14, y a los 6 ratones restantes en el dia 28. Se preparé el suero de cada muestra de sangre
y el Abl se volvio a purificar a partir del suero utilizando una columna de afinidad anti - Id especifica para las
regiones V de Abl. Las estructuras de los glicanos Fc de las muestras de Abl que se volvieron a purificar se
analizaron mediante el andlisis por HPLC y la proporcion relativa de las diversas glicoformas se determiné tal y como
se ha descrito anteriormente en la presente.

[0131] Se descubri6 que la glicoforma galactosilada que carece de acido sialico (G2S0) mantiene su abundancia
relativa durante 4 semanas en los ratones, mientras que las glicoformas de Ab que contienen glicanos con &cido
sidlico 1 (G2S 1) y las glicoformas con &cido sidlico 2 (G2S2) se depuraron a una velocidad mas rapida. Por lo tanto,
las proteinas que contienen Fc sialiladas por completo tienen una semivida del suero mas corta que las
composiciones asialiladas o parcialmente sialiladas.

EJEMPLO 6: CONTENIDO DE ACIDO SIALICO Y AVIDEZ DEL ANTICUERPO

[0132] Los resultados descritos en el presente documento respaldan la teoria de que un cambio en el contenido de
acido sidlico del glicano Fc del dominio Fc (bisagra dimerizada CH2 — CH3) tendra un impacto en la proteina. Con
respecto a la bivalencia de los anticuerpos y las proteinas de fusion que comprenden un Fc glicosilado, los efectos
pueden manifestarse en la avidez de la proteina para una diana especifica. Para probar esta teoria se realizaron los
experimentos en este ejemplo y, ademas, se demuestra el efecto especifico del contenido de &cido siélico en la
afinidad de union de la diana.

Unién a la superficie celular del antigeno. Las mismas lineas celulares que expresan Ag utilizadas en los ensayos
ADCC descritos con anterioridad se utilizaron en los ensayos de unién para probar las diferencias entre las variantes
de acido sidlico en su avidez de union al antigeno. Los ensayos se realizaron en un formato de competicion, en el
gue uno de los Abs radiomarcados (Abl, Ab2 o Ab5), permanece en una concentracion fija, se incubd con las
células que expresan Ag en presencia de diversas cantidades de Abs de prueba no marcados. Los Abs yodados,
preparados por el método lodogen, tenian en general una actividad especifica de 10 uCi/ ug.

[0133] Las células que expresan FNT superficiales se sembro en placas de cultivo tisular de 96 pocillos con 50.000
células por pocillo, y las células que expresan Ag2 con 180.000 células por pocillo, en medio IMDM con 5 % de SFB.
El Ab marcado en I'® apropiado se premezclé con cantidades de titulaciones de Abs de prueba y la mezcla se
afnadio a las células que expresan Ag adecuado. Las placas se incubaron a TA durante 2 horas para permitir la unién
de Ab a las células. Las células se lavaron después tres veces con IMDM, 5 % de SFB para eliminar el Ab no unido,
y el niumero de recuentos unidos a las células se determiné utilizando un contador gamma.

[0134] Para las variantes de Ab5, las células que expresan Ag5 se sembraron en placas de cultivo tisular de 96
pocillos con 186.000 células por pocillo en 50 pl de DMEM, 10 % de SFB. El Ab marcado en 1'*se premezclé con
cantidades de titulaciones de Abs de prueba y se afiadieron 50 pl de mezcla a las células que expresan Ag. Las
placas se incubaron a 4 °C durante 16 horas para permitir la unién de Ab al antigeno en las células. Las células se
lavaron después tres veces con IMDM, 10 % de SFB para eliminar el Ab no unido, y el nimero de recuentos unidos
a las células se determind utilizando un contador gamma. Las muestras se probaron en duplicados o cuadruplicados,
y los resultados mostraron que son representativos de 3 o0 4 experimentos independientes. La diferencia en la union
entre estas muestras de prueba fue significativa (P < 0,0001 para los graficos a, ¢ y d) tal y como se determind por la
prueba F de la suma extra de cuadrados.

[0135] Los resultados se muestran en las Figuras 10 A — D: union por Abl radiomarcado en las células que
expresan Agl en presencia de las variantes naturales de Abl no marcado como competidores (Figura 10 A); union
por Ab5 radiomarcado en las células que expresan Ag5 en presencia de las variantes naturales de Ab5 no marcado
como competidores (Figura 10 B); union por Abl radiomarcado en las células que expresan Agl en presencia de las
variantes derivadas de lectina de Ab1 no marcado como competidores (Figura 10 C); unién por Ab3 radiomarcado en
las células que expresan Ag3 en presencia de las variantes derivadas de lectina de Ab3 no marcado como
competidores (Figura 10 D).

Unién de Ab a un ligando en fase sélida. El FNT soluble recombinante o la anti — 1d2 se recubrieron con placas EIA
afiadiendo 50 ul de Ag o Ab anti—Id en 1 ug / ml en TFS a cada pocillo y se incubaron las placas a 4 °C durante la
noche. Los pocillos se lavaron y se pretrataron después con 50 pl de 1 % de SFT, 0,125 % de gelatina en TFS
durante 1 hora a TA para minimizar la unién no especifica. El Abl marcado en 1'% 0 el Ab3 marcado en I'*® se
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premezclé con cantidades de titulaciones de las respectivas preparaciones de Ab de prueba en IMDM, 5 % de SFB,
y 50 ul de la mezcla se afiadieron a los pocillos cubiertos diana. La concentracion final de Ab radiomarcado fue de
100 ng / ml en todos los pocillos. Las placas se incubaron a TA durante 2 horas para permitir la unién de Ab a las
dianas cubiertas. Los pocillos se levaron para eliminar el Ab no unido y el nimero de recuentos unidos se determiné
utilizando un contador gamma.
Unién de Abs de las placas cubiertas en el antigeno soluble. Se cubrieron placas de 96 pocillos con las variantes de
acido sialico de Abl o Ab3 y después se incubaron con diversas cantidades de antigeno soluble radiomarcado como
se indica a continuacion: (a) union de Agl soluble radiomarcado en las variantes naturales de Abl de las placas
cubiertas, (b) uniéon de Agl soluble radiomarcado en las variantes fraccionadas de lectina de Ablde las placas
cubiertas , y (c) unién de Ag3 soluble radiomarcado en las variantes fraccionadas de lectina de Ab3 de las placas
cubiertas. Las incubaciones paralelas con Ag radiomarcado y los excesos de 100 veces de Ag no marcado se
realizaron para determinar la unién no especifica. Las muestras se probaron en triplicados. Las variantes de Ab2 no
se analizaron debido a la falta de disponibilidad de Ag2 soluble.
Analisis estadistico. Se analiz6 una diferencia de potencia entre las variantes del anticuerpo mediante la
comparacién de las curvas utilizando regresiones logisticas simultaneas de los 4 parametros con un minimo y
maximo comun, y una pendiente seguida por una prueba preliminar para la pendiente y el alcance dando una
meseta comun para una concentracion cero (es decir, siempre suponiendo sin probar una “parte inferior” comun para
el aumento de las curvas y una parte superior comin para la disminucion de las curvas). La importancia de la prueba
se realizé con la prueba F de la suma extra de cuadrados en GraphPad Prism v4. Se consideré como significativo un
valor P de < 0,05. Los andlisis en CPM se ponderaron de forma inversa por CcPM? puesto que la desviacion estandar
del CPM aumenta proporcionalmente en su media (es decir, el coeficiente del CPM de la variacion, CV no esta
relacionada con la media).

Resultados. Los experimentos de unidn al antigeno realizados en un formato de competicion con las mismas células
diana que expresan Ag que se utilizaron en los ensayos ADCC mostraron de manera inesperada al Abl — 29 para
unir consistentemente el antigeno de la superficie celular con una afinidad 3 veces menor a la del Abl — 20 (Figura
10 A). El Ab5 — 26, por el contrario, mostré una afinidad indistinguible de Ab5 — 0 (Figura 10 B). Los mismos analisis
gue se realizaron con los dos pares de variantes derivadas de lectina mostraron resultados similares en las variantes
naturales de Abl, es decir, Abl - WGA — 41 sialilado més alto requirié concentraciones de 4 — 6 mas altas que la Abl
—WGA - 29 menos sialilada para alcanzar el mismo grado de unién competitiva (Figura 10 C), y el Ab2 — GT — WGA
— 67 sialilado mas alto requiri6 concentraciones de 4 a 6 mas altas que el Ab2 — GT — WGA — 5 menos sialilado
(Figura 10 D).

[0137] Curiosamente, se observé también el mismo patron de unién disminuida por las variantes de Abl y Ab2 con
cantidades mas altas de sialilacion en los experimentos de analisis de unién a las dianas (antigeno recombinante
soluble o Ab anti — Id) que se inmovilizaron en placas EIA de 96 pocillos (Figura 11 A y B). Estos resultados
mostraron que las diferencias en el alcance de la sialilacion Fc pueden tener un impacto en la unién al antigeno asi
como a FcyRIIIA, aunque el alcance de sialilacién no afecta a la unién del antigeno de todos los Abs.

[0138] A partir de los datos de la unidn de la diana inmovilizada, se cree que el aumento de la sialilacion Fc puede
ser util para reducir la flexibilidad de la region de la bisagra de Ab. En el caso de antigenos Abl y Ab2 de union a la
superficie celular, la flexibilidad de la bisagra reducida podria dar lugar a mas uniones monovalentes y menos
bivalentes (avidez elevada) de la unién al antigeno en funcion de la separacion de los epitopos de antigeno en el
soporte solido o superficie celular. La region de la bisagra de Ab5 puede ademas tener flexibilidad reducida, pero la
flexibilidad no es necesaria para que este Ab alcance la unién méaxima en Ag5.

[0139] A fin de diferenciar si los efectos de flexibilidad de Ab o los cambios de afinidad de unién intrinseca se
vieron afectados por la sialilacion Fc, la uniéon de Ab en el ligando soluble se prob6é como medida de afinidad de
unién monovalente. Los resultados mostraron de hecho que para los tres pares de variantes de &cido sialico que
mostraban diferencias en la unién al antigeno de superficie celular, no se observaron diferencias detectables entre
los pares de las variantes en su union a dianas solubles (Figuras 12 A — C). Como conjunto, estos resultados
demostraron que las diferencias en la union a las dianas inmovilizadas (superficie celular o placa cubierta) no se
debian a diferencias en la afinidad intrinseca entre cada brazo Fab y la diana. Por lo tanto, las diferencias entre las
variantes de acido sialico de Abl y Ab2 en su unién a las dianas inmovilizadas se deben a las diferencias en el
alcance de la union bivalente a las células.

EJEMPLO 7: PREPARACION DE UN VECTOR PARA LA SECRECION DE SIALIDASA

[0140] Conjunto de plasmidos de la expresion de sialidasa. Una secuencia de acidos nucleicos que codifica el
dominio catalitico de la sialidasa Arthrobacter ureafaciens, residuos 40 a 535 del nimero de acceso de GenBank
AY934539, se sintetizd basada en esta secuencia. El gen sintetizado (SEC ID N° 2) que codifica la fusion del
dominio catalitico de la secuencia sefial de la hormona de crecimiento humana de Arthrobacter ureafaciens (SEC ID
N° 1 con la secuencia de sefial como los primeros 26 aminoacidos y el dominio catalitico de los 494 aminoacidos
restantes) se clon6 en un plasmido p2815 utilizando sitios de restriccion Unicos BamH |y Not I. Este plasmido posee
un promotor CMV, una secuencia de codificacion para la secuencia de sefial de la hormona del crecimiento humano
gue afecta a la secrecién, y un gen de resistencia a la neomicina para la seleccion estable. La secuencia de
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codificacién para el dominio catalitico de la enzima ligada a la secuencia de codificacién de sefial de la HCH (SEC ID
N° 1) se comprobo por la digestion de enzimas de restriccién y la secuenciacion.

[0141] Transfeccion transitoria y estable. Para la transfeccion transitoria, las células HEK293 se transfectaron con
15 ug de plasmido p3629 purificado o con el plasmido del control (vector vacio) utilizando Lipofectamine 2000. Se
diluyeron el ADN del plasmido y 90 ul de Lipofectamine 2000 en Optimen, se combinaron, y después se incubaron
durante 20 minutos a temperatura ambiente. El cActel de transfeccion se afiadié a continuacién al 70 % de las
células HEK293 confluentes en el medio de cultivo durante la noche. Al dia siguiente, el medio de cultivo se
reemplaz6 con medio 293SFM, y las células se incubaron durante 5 dias para la recogida del medio y andlisis. Para
la transfeccion estable, las células C168M se electroporaron con 10 ug de p3629 que habia sido linearizado por la
digestion de restriccion con Bgl Il. Las células transfectadas se mantuvieron en el medio de cultivo con 700 ug / mL
de antibidtico Geneticina para seleccionar los transfectantes estables. Los clones resistentes al antibi6tico se
expandieron, y se analizé la sialidasa.

[0142] Ensayo de la actividad de la sialidasa. La actividad de la sialidasa se analizé utlizando 2" - (4 —
metilumbeliferil) — a — D — N — &cido acetilneuraminico. Se realizé un ensayo fluorométrico en el sobrenadante celular
de los cultivos celulares viables mezclandolos con 200 uL de 150 uM 2° - (4 — metilumbeliferil) —a — D — N — &cido
acetilneuraminico en 100 mM de tampon citrato — fosfato, pH 6,5 a 37 °C, seguido por la adicion de 2 mL de Na,COs3
0,5 M para detener la reacciéon. La excitacion se realizd a 366 nm y la emisién a 446 nm. Las unidades
fluorométricas se normalizaron contra los recuentos celulares viables. Alternativamente, la actividad de la sialidasa
en el medio de cultivo se determind mediante la incubacién durante la noche de Remicade sialilado con medio de las
células transfectadas, y el analisis del acido siélico tal y como se describe a continuacion.

[0143] Determinacion del acido sidlico. La actividad de la sialidasa se determind analizando la eliminacién del
acido sialico del anticuerpo purificado tras la incubacion con los sobrenadantes del cultivo celular. Los oligosacaridos
N -ligados se liberaron por el tratamiento de las muestras de IgG (0,05 — 0,5 mg en 0,1 ml) con PNGase F en 20 mM
de tampdn Tris — HCI, pH 7,0 a 37 °C durante 4 — 6 horas. Una alicuota de esta solucién (~ 0,01 ml) se paso a través
de una columna que contenia una resina de intercambio catiénico y se analizé por MALDI — TOF — MS tal y como se
describié previamente. La parte restante de la muestra se sometié a una aminacion reductora con acido antranilico y
posterior analisis por HPLC tal y como se describe en Anumula. Brevemente, se prepar6 en primer lugar una
solucion de acetato de sodio — 3H20 al 4 % (p / v) y 2 % de &cido bdrico (p / v) en metanol. El reactivo de
derivatizacién se preparo fresco disolviendo ~ 30 mg de acido antranilico (Aldrich) y ~ 20 mg de cianoborohidruro de
sodio (Aldrich) en 1,0 ml de solucién de metanol — acetato - borato de sodio. Los oligosacéaridos derivados de 1gG (<
3 nmol en 20 — 50 pl de agua) se mezclaron con 0,1 ml de solucién de reactivo de &cido antranilico (AA) en 1,6 ml de
viales de congelacion de tapon de rosca de polipropileno con anillos “O” (Sigma) y se tapan herméticamente. Los
viales se calentaron a 80 °C en un bloque térmico (Reacti — Therm, Pierce) durante ~ 1 hora. Después de enfriar los
viales a temperatura ambiente, las muestras se diluyeron con agua para producir un volumen de ~ 0,5 ml. Los
oligosacéridos derivatizados se purificaron tal y como se ha descrito con anterioridad.

[0144] Purificacion del anticuerpo. Los anticuerpos recombinantes expresados de las células transfectadas
estables se purificaron por cromatografia de afinidad de la proteina A. Los sobrenadantes celulares se diluyeron con
10X de tampon de proteina A (Tris 0,2 M, NaCl 1,4, 10 nM de EDTA, pH 8,5) en 1X, y se purificaron en 1 mL de
columna de proteina A. Los anticuerpos extraidos se dializaron en TFS, pH 7,2, antes de su analisis adicional.

[0145] Ensayo de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC). Las células diana para los ensayos
que involucran Abl y Ab3 se prepararon en Centocor transfectando células de mieloma de raton Sp2 / 0 con una
forma de transmembrana de Agl y Ag3, respectivamente. Tanto las células que expresan Agl como las de Ag3 se
cultivaron en IMDM que contiene SFB inactivado por calor, 2 nM de L — glutamina, 1 nM de piruvato de sodio, 0,1 de
aminoacidos no esenciales. Las células adherentes que expresan Ag2 se obtuvieron de CACT y se cultivaron en
medio DMEM que contiene 10 % de SFB, 2 mM de L — glutamina, 1 mM de piruvato de sodio y 0,1 mM de
aminoacidos no esenciales. Todas las células se subcultivaron dos veces a la semana y se mantuvieron en fase log
de crecimiento. El medio de cultivo y los suplementos se adquirieron en Gibco (Invitrogen).

[0146] En el dia del ensayo, las células diana de mieloma que expresan Ag se centrifugaron y se lavaron una vez
con TFS. Las células diana que expresan Ag2 adherentes se eliminaron con tripsina y se lavaron dos veces. Las
células se ajustaron a 1 x 10° células / ml con medio de cultivo y 15 ul de BATDA del reactivo de marcaje
fluorescente ((bisacetoximetil) — 2,2":6°2"" - terpiridina — 6, 6~ - dicarboxilato) (en el Kit de Citotoxicidad Delfia
EuTDA, Perkin — Elmer Life Sciences; Blomber, K et al) que se afiadié a 5 ml de células. Las células se incubaron
durante 30 minutos a 37 °C con agitacion ocasional; se lavaron dos veces con el medio. Inmediatamente antes de
mezclarse con las células efectoras, las células diana se centrifugaron y se volvieron a suspender en 2 x 10° células
/ ml en medio de cultivo.

[0147] Las células efectoras de las células mononucleares de sangre periférica (CMSP) se aislaron a partir de
sangre heparinizada de donantes sanos. Las muestras de sangre se diluyeron con tampén fosfato salino (TFS) y las
CMSPs se aislaron por la centrifugacion en gradiente de densidad en Ficoll — Hypaque (Amersham). Tras la
centrifugacion, las CMSPs se recogieron, se lavaron dos veces, y se mantuvieron durante la noche en el medio de
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cultivo a 37 °C con el 5 % de CO.. Al dia siguiente, las CMSPs se recogieron, se lavaron y se volvieron a suspender
en el medio en 1 x 107 células / ml.

[0148] Para los ensayos de citotoxicidad, las diluciones del anticuerpo en 100 pl de medio de cultivo se afiadieron
a una placa de 96 pocillos con fondo redondo. Cincuenta pl de células efectoras y 50 pl de células diana marcadas
con BADTA se afiadieron a las diluciones de Ab y un efector para la proporcién celular de la diana de 50:1. La placa
se centrifugdé brevemente para proporcionar efectores y dianas en contacto entre si, y se incubé durante 2 horas a
37 °C en 5 % de atmodsfera de CO,. Tras la incubacion, se transfirieron 20 ul de sobrenadante a una placa de 96
pocillos con fondo plano y se afiadieron 200 ul de solucién mejorada de Europio (del Kit de Citotoxicidad Delfia).
Tras agitar la placa durante 10 minutos, la fluorescencia se midié en un fluorémetro a tiempo resuelto (EnVision
Instrument, Perkin-Elmer). El porcentaje de citotoxicidad especifica se calcul6 como (liberacién experimental —
liberacién espontanea) / liberacién méaxima — liberaciéon espontanea) X 100. La liberacién espontanea se determin6
incubando las dianas con el medio en lugar de las células efectoras, y la liberacién maxima se determind incubando
las dianas con 10 ul de solucion de lisis que contiene digitonina (en el Kit de Citotoxicidad Delfia EUTDA).

Resultados y discusion

[0149] Se construy6 el vector de expresion p3629 (Figura 13), permitiendo la expresion del dominio catalitico de la
sialidasa A Arthrobacter ureafaciens en las células de mamiferos. La secuencia de codificacion para la secuencia
lider de la hormona del crecimiento humano se unié operativamente al dominio catalitico de la enzima para forzar la
secrecion extracelular de la sialidasa A. Las células HEK293 se transfectaron de manera transitoria con el plasmido
de expresion, y el sobrenadante se recogid para la actividad de la sialidasa en el anticuerpo anti —FNT a purificado.
El anticuerpo se incub6 durante la noche con medio condicionado a partir de las células transfectadas de p3629, o
las células transfectadas del plasmido de control. El andlisis por HPLC de los oligosacaridos liberados del anticuerpo
tras la incubacion con el sobrenadante condicionado fue indetectable en todos excepto los glicanos liberados de la
linea celular parental transfectada del control. Por lo tanto, la actividad de la sialidasa solo estaba presente en el
sobrenadante celular transfectado de p3629, y no en el sobrenadante transfectado del control.

EJEMPLO 8: CO — EXPRESION DEL ANTICUERPO Y LA SIALIDASA

[0150] El objetivo de estos estudios era generar una linea celular huésped capaz de secretar una enzima sialidasa
en el medio de cultivo, que podria transfectarse ademéas con un anticuerpo que codifica una secuencia produciendo
de este modo anticuerpos glicosilados que serian desialilados. La linea celular de mieloma de ratén, C168M, que
expresa un anticuerpo se transfectd con el vector preparado en el Ejemplo 7, p3629, y los clones estables
seleccionados y cribados para la actividad de la sialidasa en el sobrenadante. Tal y como se muestra a continuacion
en la Tabla 2, de los 17 clones analizados fluorométricamente (MFU) en este experimento, seis eran positivos para
la actividad de la sialidasa y la expresion de la sialidasa continué durante 6 semanas, lo que indica clones estables.

Tabla 2
N° de clon Actividad de la sialidasa — clones primarios (MFU) Actividad de la sialidasa de 6 semanas
(MEU)
TS 0
1 0
2 0
3 332 7536
4 0
5 924 11544
6 0
7 0
8 0
9 0
10 -0
11 0
12 6307 23140
13 57 519
14 26
15 305 6408
16 0
17 942 1765
[0151] El andlisis adicional de los anticuerpos purificados de los clones positivos de sialidasa A por SDS — PAGE

indicé que aun expresaban anticuerpos intactos, y la expresion de la sialidasa no afecta a los niveles de expresion.
El analisis de carbohidrato de los anticuerpos indicé que todos los clones contenian menos del 2 % de &cido sidlico,
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en comparacién con el anticuerpo de la célula huésped transfectada sin sialidasa, que poseia casi el 15 % de acido
sialico (Tabla 3).

Tabla 3
Contenido de é&cido | Contenido de fucosa | ADCC EC40 (ng / | ADCC lisis méax (%)
sidlico (%) (%) mL)
Control transfectado 14,8 90 39,1 37,3
Clon 3 1,6 94 57 64,3
Clon5 0,76 85 24,9 47,0
Clon 12 1,3 92 45,2 41,9
Clon 13 2,77 65 22,3 49,0
Clon 15 1,36 80 55,2 41,8
Clon 17 1,6 73 8,9 43,9

[0152] Se analizaron los anticuerpos con bajo acido sidlico de los clones que sobreexpresan la sialidasa para
mejorar la actividad ADCC en comparacion con C168M de TS (Figura 14). Como muestra la Tabla 3, algunas de las
muestras mostraron un EC40 mas bajo y lisis maxima mas elevada después del anticuerpo anti — FNT a de tipo
salvaje, lo que indica que el contenido de acido sialico méas bajo tiene un efecto en las propiedades biolégicas de
este anticuerpo.

[0153] Se ha disefiado un pldsmido de expresion para secretar el dominio catalitico de la enzima de la sialidasa A
Arthrobacter ureafaciens en el medio de cultivo de las células de mamiferos. Esta enzima secretada es activa en los
sobrenadantes celulares, y es capaz de eliminar el residuo de &cido sidlico de los oligosacéaridos N — ligados
presentes en la region Fc de los anticuerpos. La transfeccion estable de las lineas celulares que expresan
anticuerpos con este constructo de expresion da lugar a clones que secretan actividad de la sialidasa A en el
sobrenadante del cultivo, junto con el anticuerpo. Los anticuerpos recuperados de estos cultivos celulares contenian
menos &cido sialico que se traduce en las mejoras funcionales en la actividad ADCC. Estos resultados sugieren que
el método puede utilizarse para generar células huésped que expresan glicoproteinas recombinantes y se utiliza
para crear cultivos para los glicoconjugados minimamente sialilados.

EJEMPLO 9: EXPRESION DE CHO DE LA SIALIDASA

[0154] Las células CHO son importantes células huésped para la fabricacion de biofarmacéuticos. El plasmido
p3629 (Figura 13) se utiliz6 para transfectar de manera estable una linea celular CHO capaz de transfectarse
ademas con un vector para la expresion de una proteina terapéutica, tal como un anticuerpo.

[0155] Las células CHO (C1835A) se transfectaron con 30 ug de p3629 que se habia linearizado mediante las
digestion de restriccién con Bgl 1l utilizando FuGene 6 (Roche, Inc.). Las células transfectadas se mantuvieron en el
medio de cultivo con 700 ug / mL de antibitico de Geneticina (Invitrogen, Inc.) para seleccionar los transfectantes
estables. Los clones resistentes a los antibioticos se agruparon, se expandieron, y se analizaron para la actividad de
la sialidasa.

[0156] La actividad de la sialidasa se analiz6 en los sobrenadantes celulares de los cultivos celulares viables
utilizando un fluoréforo. A 200 uL de sobrenadante celular se afiadieron 150 uM 2” - (4 - metilumbeliferil) — alfa — D —
N — acido acetilneuraminico en 100 mM de tampon citrato — fosfato, pH 6,5 a 37 °C, seguido por la adicion de 2 mL
de Na,CO3 0,5 M para detener la reaccidn. La excitacion se realiz6 a 366 nm y la emisién a 446 nm. Las unidades
fluorométricas (UF) se normalizaron dividiendo la lectura fluorométrica individual para cada linea celular por el
namero total de células viables. La actividad de la sialidasa en el medio de cultivo, tal y como se mide en UF, se
muestra en la Tabla 4.

Tabla 4
Dilucién Semana 3 Semana 8
Control Transfectada Control Transfectada
1 1880 4004 2547 7924
0,5 1742 2983 2276 4733
0,25 1566 2320 1967 2915
0,125 1558 2046 1960 2569
0,0625 1489 1990 1862 2139
0,03125 1513 1987 2036 2444

[0157] Como la actividad de la sialidasa a las 3 y 8 semanas de la post seleccion se mantiene constante o
aumenta con el tiempo, se confirmo la expresion estable y la secrecién de la enzima de sialidasa en el sobrenadante
del cultivo.
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[0158] Resultara evidente que la invencion puede ponerse en practica de otro modo diferentes al particularmente
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descrito en la descripcion y ejemplos precedentes.

LISTADO SECUENCIAL

[0159]

<110> CENTOCOR, INC.

<120> METODOS Y VECTORES PARA GENERAR

INMUNOGLOBULINAS ASIALILADAS
<130> CENS5159PCT

<140> Para asignarse
<141> 2007 - 12 - 26

<150> 60 / 882301
<151> 2006 — 12 — 28

<160> 2

<170> FastSEC para Version de Windows 4.0
<210>1

<211>520

<212> PRT

<213> Arthrobacter ureafaciens

<400> 1
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Met
Cys
Pro
Arg
Gly
65

Ala
Gly
Ala
Tyr
Asp

145
Asn

Trp
Lys
Gly

Gln
225

Gln

Gly

Ala
Leu
Thr
Thr
50

Asn

Asp

Asp
Asp
130
Gln
Val
Ser
Thr
Glu
210
Gln
Ala

Ala

Thr
Pro
Leu
35

Ala
Asp
Ala
Lys
Ala
115
Ala
Gly
Ile
Gln
Asn
195
Gly

Tyr

Tyr

Asn

Gly
20

Pro
Ala
Val
Pro
Thr
100
Ser
Glu
Phe
Ser
Pro
180
Pro

Ile

Ala

Ser

vVal

Ser
Leu
Pro
Asn
Val
Asn
85

Trp
Gly
Ala
Gly
Ser
165
Arg
Ala
Gln
Gly
Val

245
Gly

Arg
Gln
Gly
Phe
Leu
70

Pro
Gly
Pro
Asn
Gly
150
Ala
Leu
Ala

Leu

Asp
230

Tyr

Asp
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Thr
Glu
Ser
Phe
55

Ala
Asn
Pro
Arg
Lys
135
Ser
Vval
Ile
Gly
Lys
215
Vval

Ser

Arg

Ser
Gly
Phe
40

Tyr
Ala
Ser
Val
Tyr
120
Val
Gln
Ile
Thr

Asp
200

30

Leu
Ser
25

Ser
Arg
Trp
Ile
Gln
105
Gly
Phe
Phe
Glu
Ser
185
Val
Gly

Gln

Asp

Asp

Leu
10

Ala
Glu

Ile

Val
90

Val
Tyr
Ala
Gly
Ser
170
Val
Arg
Pro
Ala
His

250
Glu

Leu
Pro
Thr
Pro
Gly
75

Gln
Ile
Ser
Phe
Asn
155
Ser
Thr
Ser
His

Asp
235

Gly

Asn

Ala
Thr

Asn

Ala
Asp
Phe
140
Asp
Asp
Lys
Asn
Lys
220
Gly

Val

Lys

Phe
Pro
Leu
45

Leu
Pro
Arg
Ala
Pro
125
Val
Asp
Ala
Pro
Phe
205
Gly

Ser

Thr

Thr

Gly
Pro
30

Ala
Thr
Gly
Ser
Gly
110
Ser
Tyx
Ala
Gly
Gly
190
Ala
Arg

Asn

Trp

Val

Leu
15

Asn
Ala
Tyr
Ser
Thr
95

His
Tyr
Ser
Asp
Vval
175
Thr
Ser
Leu
Lys
His

255
Glu

Leu
Ser
Asp
Leu
Ala
80

Asp
Val
Ile
Lys
Arg
160
Thr
Ser
Ser

Ile

Ile
240

Lys

Leu
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Ser
Tyr
Val
305
Ala
Leu
Ala
Ile
Gly
385
Phe
Ala
Val
Thr
Asp
465
Pro

Ala

Ala

<210> 2

Asp
Arg
290
Ser
Arg
Ile
Arg
Arg
370
Lys
Ala
vVal
Thr
vVal
450
Val
Ala
Asp

Pro

<211> 1563
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>

Gly
275
Lys
Gln
Met
Phe
vVal
355
Ser
Phe
Thr
Pro
Val
435
Tyx
Ala
Asp
Gly

Gln
515

260
Arg

Val
Asp
Phe
Thr
340
Ser
Gly
Gly
Phe
Ala
420
Thr
Thr
Pro
Ala
Arg

500
Val

vVal
Ala
Thr
Pro
325
Asn
Cys
Phe
val
Asp
405
val
Asn
Pro
Gly
Ser
485
Val

Gly

Leu
val
Glu
310
Asn
Ala
Asp
Ser
Leu
390
Asp
Asn
Gln
Ser
Ala
470
Gly

Ser

Leu
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Leu
Ser
295
Leu
Ala
Asn
Asp
Ala
375
Tyr
Ala
Ile
Glu
Gly
455
Ser
Pro

Gln

Thr

Asn
280
Thr
Pro
Ala
Ser
Gly
360
Tyr
Glu
Trp
Ala
Ala
440
Val
Arg
Phe

Ile
520

265
Ser

Asp
Asp
Gln
Lys
345
Glu
Ser
Gly
Leu
Pro
425
Thr
Ser
Thr

Ser

Thr
505

Arg
Gly
Pro
Gly
330
Thr
Thr
Thr
Asn
Asn
410
Ser
Thr
Ala
Val
Leu

490
Phe

Asp
Gly
Ala

315
Ser

Gly
Trp
Val
Tyr
395
Tyr
Ala
Leu

Thr

Thr
475
Asn

Thr

Asn
Ala
300
Asn
Ala
Arg
Pro
Thr
380
Thr
vVal
Thr
Ser
Thr
460
Val
Ala

Ala

Ala
285
Thr
Asn
Asp
Glu
Gly
365
Arg
Asp
Cys
Gln
Gly
445
Val
Ala
Ala

Thr

270
Asn

Tyr

Ala
Asn
350
Val
Leu
Asn
Ala
Glu
430
Ala
Pro
Leu

Phe

Thr
510

Arg
Gly
Ala
Lys
335
val
Arg
Ala
Met
Pro
415
vVal
Thr
Val
Thr
Thr

495
Pro

Gly
Pro
Ile
320
Lys

Ser

Thr

Pro
400
Leu
Pro
Ala
Pro
Ala
480
Thr

Val

<223> Secuencia de acido nucleico que codifica el domino catalitico de la sialidasa Arthrobacter ureafaciens.

<400> 2
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atggctacag
cttcaagagg
tctgaaacca
cttacctacc
gcggacgece
tgggggccgg
ggctacageg
gtgtactcga
aacgtcattt
cgcctcatca
gtcecgecteca
ggccgtctca
caggcctaca
ggcgaccgga
tccecgggaca

acgtacggce
gcccgcatgt
aacgcaaact
gaaacctggc
cgcctggeag
ttegeccacct
gtcaacatcg
accacgcttt
gtgcccgtge
ccggcggacg
gtttcgcagt
tag

gctcccggac
gatccgeccee
atctggcgge
ttggcaacga
cgaacccgaa
tccaagtgat
atccctegta
aggaccaagg
cctecegeegt
cctcecgtcac
actttgecte
tccagcagta
gcgtctatte
tggacgagaa
acgccaaccg

ccgtcagcecca
tcececaacge
ccaagaccgg
cgggcgtcecg
acggaaagtt
tcgacgacgc
ccccgagcege
ccggegegac
ccgacgtcge
ccagtggcecce
tcaccttcac
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gtccctgcectce
cactccgececce
cgaccgcacg
cgtggtcctt
ctcgategte
cgcecgecaggce
catctacgac
ctttggcggce
catcgagtct
caagccgggt
ctccggtgag
cgcecggegac
agacgatcac
caagactgtg
gggctaccge

ggacacggaa
ggcgcagggce
ccgcgaaaac
caccatccgt
cggecgtecte
gtggttgaac
aacgcaggag
cgcaactgtc
cceceggegeg
gcgcagecte
cgccaccacg

ctggcttttg
aattcgccecca
gcggcgaatt
gcagcgtggg
cagcgccgaa
cacgtecgeceg
gcggaageca
agtcagttcg
tccgacgeceg
accagcaaga
ggcatccage
gtgcggcaag
ggcgtcacgt
gaactgtccg
aaggtggcceg

ttgececggace
tccgcagacg
gtctcggece
teccggettet
tacgagggca
tacgtctgeg
gttccggtga
tatacgcegt
tcecgtecaceg
aacgcggcat
cccgtggcete

32

gcctgctctg
cgettecace
tecttectaceg
acggtcgccce
gcacggacgg
atgeccagcgg
acaaggtctt
gcaacgacga
gcgtgacatg
ccaacccggce
tcaaatacgg
ctgacggaag
ggcacaaggg

acggtcgggt
tctccacgga

ctgccaacaa
cgaagaaact
gggtctecctg
cggcctactce
actacacgga
ctcecttgge
ccgtcactaa
cggggtggtce
tgaccgttgc
tcacgacggce
cgcaagtggg

cctgcectgg
gggcagcttc
gattcccgeg
gggttcggeg
tggcaagacc
ccctcgatac
cgctttctte
cgcggaccgg
gagccagccc
agccggcgac
cccgcacaag
caacaagatc
tgccaacgtg
cctgctcaac

cggcggagcc

cggtgcaate
gatcttcacc
tgacgacggce
aacagtgacc
caacatgcce
agtaccggca
ccaggaagca
tgccaccacg
actgaccgca

ggatggccgg
ccttaccatc
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REIVINDICACIONES

1. Un método para proporcionar un actividad enzimatica de la sialidasa en un cultivo que comprende células
de mamifero modificadas para expresar una molécula que contiene Fc, por el que los glicanos de la molécula que
contiene Fc pueden actuar por la actividad enzimatica de la sialidasa del polipéptido, comprendiendo la transfeccion
de la célula modificada de mamifero con un vector que codifica el dominio catalitico de la enzima A de la sialidasa
Arthrobacter ureafaciens, en el que el polipéptido se secreta en el cultivo junto a la molécula que contiene Fc.

2. Un método para controlar las propiedades de una molécula que contiene Fc expresada en una linea celular,
comprendiendo la reduccion de la sialilaciéon de los oligosacaridos en la regiéon Fc mediante la transfectacién de la
linea celular con un vector que codifica el dominio catalitico de la enzima A de la sialidasa Arthrobacter ureafaciens,
en el que la molécula que contiene Fc expresada comprende una cantidad reducida de residuos de acido sialico, en
el que las propiedades de la molécula que contiene Fc controlada tienen la avidez de la molécula para para
multiplicar proteinas diana localizadas; la afinidad de uno o mas receptores gamma Fc de FcyRlI, FcyRIl, y FcyRIIIA;
la actividad ADCC; la activacién de macréfagos o monocitos; y semivida del suero.

3. El método de las reivindicaciones 1 o 2, en el que la molécula que contiene Fc es un anticuerpo y la linea
celular de mamifero se selecciona del grupo formado por COS - 1, COS - 7, HEK293, BHK21, CHO, BSC - 1, Hep
G2, 653, SP2/0, 293, HelLa, YB2 /0 o Y3, células de mieloma o linfoma, o cualquier célula derivada, inmortalizada o
transformada de las mismas.

4. El método de la reivindicacion 3, en el que el anticuerpo es un anticuerpo anti — FNT a y la linea celular es
C168M.
5. El método de la reivindicacion 2, en el que la molécula que contiene Fc tiene un dominio de union

especifico para una diana, dicha diana:

0] es una diana inmovilizada; o
(i) se expresa en la superficie de una célula
6. Un vector de expresion que comprende una secuencia nucledtida que codifica la enzima A de la sialidasa

Arthrobacter ureafaciens, en el que el vector es capaz de expresar un polipéptido que tiene una actividad enzimaética
de la sialidasa en un cultivo de células de mamiferos que expresa una molécula que contiene Fc.

7. El vector de la reivindicacion 6, en el que la linea celular de mamifero se selecciona del grupo formado por
COS - 1, COS - 7, HEK293, BHK21, CHO, BSC - 1, Hep G2, 653, SP2 / 0, 293, HelLa, YB2 / 0 0 Y3, células de
mieloma o linfoma, o cualquier célula derivada, inmortalizada o transformada de las mismas.

8. El vector de la reivindicacion 6, en el que el vector comprende:

0] una secuencia de sefal, por ejemplo una secuencia de sefial de la hormona del crecimiento
humano;

(ii) una secuencia promotora, por ejemplo una secuencia promotora CMV; y

(i) una resistencia antibidtica, por ejemplo neomicina.

9. Un método para producir una molécula que contiene Fc que comprende el método de cualquiera de las

reivindicaciones 1 — 5.

10. El método de la reivindicacion 9, en el que la molécula que contiene Fc es un anticuerpo.
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Figura 1

Sia--Gal -- GleNAc -- Man ; Fuc
GleNAc -- Man -- GlcNAc -- GlcNAc--
Sia-- Gal -- GlcNAc -- Man

Fuc = fucosil; Gal = galactosil; Glc = glucosil; GlcNac = N -
acetilglucosaminil; Man = manosil; y Sia = sialil (NANA, N -
acetilneuraminil ).

*Sia, dcido sidlico, que es normalmente NANA, 5 - IN - dcido
acetilneuraminico, (NeuAc)o NGNA, 5 - N - 4cido
glicolilneuraminico (NeuGc). Se han descubierto otros dcidos
sidlicos o pueden sintetizarse quimicamente.
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Figum 2
Sis~Gal - GleNAc—Man Fuc
Man — GIcNAC — GIeNAc G282
Sia— Gal — GleNAc — Man 7
Gal — GlcNAc — Man N Fuc
Sia Man — GIcNA —~ GleNAc G281
Ga]—GlcNAc—Man/
Gal — GIcNAc — Man Fuc
Man — GlcNAc ~ GleNAc G2
Gal-GlcNAc—Man/
Gl ~Man Fue
Gal Man - GleNAc — GleNAc Gl
GlcNAc—Man/
GlecNAc — Man Fuc
S I GO
Man — GIcNAc — GleNAc
GIcNAc—Man/
Meny F|“°
Man — GlcNAc — GlcNAc G-1
GlcNAc-Man/
Fuc
Man
N\ | )
Man — GlcNAc - GleNAc
Man/

Misma leyenda que la Figura 1
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Figura 3

FLD1 A, Ex=360, Em=425 (061405\0LIGOS01.D)

Yo 6o

G1
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20
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15

G2
10 G282
¢ A
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Figura 4

0.1

1

Ab de prueba en complejo
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Figura 5

A
20004 :
1 Ab de prueba
1500+ A mAb 3GB
1 * Ab1-Gno
1000+ B Ab1-29
1 o Ab1-20
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O o e e o e e e et ]

0.01 0.1 1 10 100 1000
concentracion de Ab competidor (ug/mil)
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0.01 0.1 1 10 100 1000
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! & mAb 3G8
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Unido a CPM (Ab anti - Feyllla)

Unido a CPM (Ab anti - FcyIIIa)
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Figura 5 (continuacién)

C
2500+
2000+ o
= * Ab de prueba
1500+ A mAb 3G8
¢+ Ab1-Gno
1000+
B Ab1-WGA-41
500- o Ab1-WGA-29
0T rrrr—rr T Y

0.1 1 10 100 1000
concentracion de Ab competidor (pg/ml)

—T
I

Ab de prueba

A mAb 3G8
Ab2-Gno

Ld

0.01 0.1 1 10 100 1000
concentracion de Ab competidor (1Lg/ml)
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Figura 6

B Ab1-29
O Ab1-20
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Figura 7
4000+
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~¥- control de Ab4
20004 --Ab1 G2 (0 % sialilado)
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Figura 8
ABC 10
100000 (dia.ng/ml)
—{J~FcP1 no modificado (5 % sialilado) 95 + 1.6
10000 ——- FcP1 G252 (98 % sialilado) 48 +1.9
Conc
de suero s
(ng / ml)
100
10

Dias tras la inyeccién
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Figura 9

Dias post inyeccién
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Figura 10
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Figura 11
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Figura 12

A B
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Figura 13

Ampicilina
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3629 ¢, Dominio activo de la sialidasa arthrobacter
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Figura 14

Resumen de las células K2 del donante 1
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